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L'urotensine II (UII) est un peptide cyclique de 11 residus decrit a ce jour comme le plus 
puissant vasoconstricteur connu. L'UII exerce ses fonctions en liant et en activant le 
recepteur UT, un GPCR couple a la proteine Gaq/n. Nous avons montre que 1'activation 
du recepteur UT par son agoniste UII promeut Finternalisation du recepteur dans des 
cellules COS-7 et HEK-293. Cette internalisation s'effectue principalement via les 
vesicules tapissees de clathrine. L'utilisation d'un recepteur UT conjugue a la proteine 
GFP et d'arrestines fonctionnelles conjuguees a la proteine fluorescente YFP a montre, 
par microscopie confocale, que 1'activation du recepteur UT mene a son internalisation 
dans de larges vesicules intracellulaires et a sa co-localisation avec la P-arrestinel et la P-
arrestine2. Afin de determiner l'importance de la portion carboxy-terminale dans la 
signalisation et 1'internalisation du recepteur UT, nous avons produit plusieurs mutants de 
deletion de la queue carboxy-terminale ainsi qu'un mutant ou un groupe de quatre serines 
adjacentes ont ete remplacees par des alanines. Ces constructions nous ont permis de 
montrer que la deletion des 50 derniers residus n'affecte pas la capacite du recepteur UT a 
signaler via la proteine Gaq/n ainsi que vers la voie des ERKs. Nous avons finalement 
montre l'importance du groupe de serines, situe dans la portion distale de la queue 
carboxy-terminale du recepteur UT, afin de promouvoir une internalisation efficace d'UT 
lors de son activation par son agoniste UII. 
Dans la seconde partie du projet de recherche, nous avons examine le role du residu 
D97250 ainsi que des residus E147349, R148350 et Y149351 du motif ERY dans la 
fonctionnalite du recepteur UT. Les mutations D972 50A, R1483 50A et R1483 50H ont aboli 
la capacite du recepteur UT a activer la PLC alors que les mutations E147349 et Y149351 
ont diminue de 50% la capacite a activer la PLC. Aucun des mutants n'a demontre 
d'activite constitutive. Cependant, les mutants R148350A et R148350H ont active les 
proteines ERKs, ce qui a ete aboli par l'agent AG1478, un inhibiteur de l'activite kinase 
du recepteur a l'EGF. Chacun de ces deux mutants est capable d'activer directement le 
recepteur a l'EGF ce qui demontre qu'ils activent la voie des ERKs par un mecanisme 
independant de la proteine Gaq/n, mais dependant de la transactivation du recepteur a 
l'EGF. Les mutants D97250A, R148350A et R148350H n'internalisent pas et ne 
colocalisent pas avec la P-arrestine2 lors de leur activation par l'UII. Finalement, 
I'internalisation du mutant E1473 49A a ete significativement plus importante que celle du 
recepteur type-sauvage. Cette deuxieme etude souligne la contribution majeure du residu 
conserve D97250 dans la fonctionnalite d'UT et le role central joue par le residu R3'50 dans 
la signalisation proteine G-dependante ou -independante. 
INTRODUCTION 
1. SYSTEME UROTENSINE II / RECEPTEUR UT 
1.1. Survol historique : 
Initialement identifie a partir d'un organe neurosecretoire situe dans la partie 
caudale de la moelle epiniere de poisson teleosteen, l'urophyse, l'urotensine II (UII) a 
longtemps ete considered comme un compose exclusif de cette espece. Chez l'anguille, 
l'UII est capable de produire une reponse hypertensive associee avec une diurese et une 
augmentation du rythme cardiaque. Chez le gobie, elle stimule le transport d'ions a 
travers la vessie et l'intestin, inhibe 1'efflux des ions chlore de la peau et contracte le canal 
deferent. Chez la truite, l'UII contracte le rectum et la vessie. L'UII est, de facon plus 
generate, reconnue comme un peptide implique dans la regulation du systeme 
cardiovasculaire, aussi bien peripherique que central, et dans 1'osmoregulation chez le 
poisson. La realisation que l'UII n'etait pas uniquement une curiosite particuliere a un 
organe (urophyse) appartenant a un organisme specifique (poisson) est venue de 
1'identification de ce peptide chez diverses autres especes allant d'organismes moins 
evolues comme l'agnatha, en passant par le tetrapode jusqu'a 1'identification de l'UII 
chez des mammiferes comme le pore, le rat, la souris et l'humain. 
Comme il sera decrit ci-apres, l'UII est maintenant reconnue comme un important 
regulateur de divers processus physiologiques chez les mammiferes. De plus, il est clair 
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que l'UII est impliquee dans diverses situations pathophysiologiques chez l'humain, 
particulierement associees aux systemes cardiovasculaire et renal. 
1.2. L'Urotensine II et l 'URP: Structure et localisation 
L'UII chez l'humain est un peptide cyclique de onze residus (Tableau 1). L'UII 
retrouvee chez le poisson, l'amphibien et chez diverses especes de mammiferes sont tous 
caracterises par leur portion carboxy-terminale cyclique de six residus strictement 
conserves (CONLON, 2008). A noter que cette portion conservee est la region minimale 
conferant l'activite biologique de ce peptide (LABARRERE et ah, 2003). L'UII possede 
egalement le triplet FWK a l'interieur de sa portion cyclique qui lui confere une certaine 
homologie avec la somatostatine (forme S14 et S28) (PEARSON et ah, 1980). La forme 
mature de l'UII est produite suite au clivage d'un precurseur, la prepro-urotensine II 
(CHARTREL et ah, 2004; DUBESSY et ah, 2008). Deux variants d'epissage ont ete 
clones chez l'humain ou des sequences de 124 et 139 residus en ont ete deduites (AMES 
et ah, 1999; COULOUARN et ah, 1998). La sequence mature de l'UII est 
vraisemblablement produite suite au clivage par les proproteines convertases PCI ou PC2 
(BERGERON et ah, 2000). 
Des analyses de RT-PCR ont montre une expression quasi ubiquitaire de l'UII aussi bien 
en peripheric qu'au niveau central. De facon importante, l'ARNm du precurseur prepro-
UH est retrouve au niveau du coeur, de l'aorte, des cellules endothelials vasculaires, du 
cerveau, de la moelle epiniere, des reins, du foie, des glandes surrenales, du pancreas, de la 
rate, du petit intestin, du colon et du placenta. L'expression la plus elevee se retrouve au 
Tableau 1. Comparaison de la sequence primaire de l'urotensine II et de I'URP 
provenant de diverses especes. 
La portion conservee de l'UII et de l'URP est encadree. Le pont disulfure est illustre" en 
bleu. 
Tableau adapte de Leprince, J. (2008) 
Especes Sequences 
Ull 
Lamproie eau mer 
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niveau de la moelle epiniere (COULOUARN et al, 1998; MATSUSHITA et al, 2001; 
SUGO et al, 2003; TOTSUNE et al, 2003; TOTSUNE et al, 2001). Recemment, a partir 
de cerveaux de rat, un peptide ayant une immunoreactivite "Ull-like" a ete isole et purifie 
(SUGO et al, 2003). Ce peptide "Ull-like" est compose de huit residus et possede la 
portion cyclique caracteristique conservee chez l'UII (Tableau 1). Ce peptide a done ete 
designe URP pour " Ull-related peptide". Les genes codant pour les precurseurs humain, 
de rat, de souris et de poulet ont etS clones et possedent respectivement 119, 118, 113 et 
124 residus (SUGO et MORI, 2008). L'URP lie et active le recepteur de l'UII de rat et 
humain et provoque une feponse hypotensive lorsque administre chez le rat anesthesie. 
L'ARNm de l'URP a ete identifie dans plusieurs tissus peripheriques et centraux chez le 
rat et l'humain. Des analyses d'hybridation in situ ont egalement revele la presence 
d'URP dans les neurones moteurs de la moelle epiniere de la souris (PELLETIER et al, 
2005). 
1.3. Recepteur de I'urotensine II: Structure et localisation 
Quelques groupes ont identifie simultanement le recepteur orphelin GPR14 
(egalement connu comme le "sensory epithelium neuropeptide-like recepteur", SENR) 
comme etant le recepteur responsable des actions de l'UII (AMES et al, 1999; LIU et al, 
1999; MORI et al, 1999). L'UII exerce done ses fonctions via l'activation de son 
recepteur, maintenant connu sous le nom de recepteur UT (http://www.iuphar-
db.org/GPCR/ReceptorDisplavForvvard?receptorID=2444). Le recepteur UT est un 
recepteur a sept domaines transmembranaires (TMD) couple a la proteine 
heterotrimerique Gaq/i i et fait done partie de la famille des GPCRs (G protein-coupled 
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receptors) (AMES et al, 1999). Les helices transmembranaires sont reliees par trois 
boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires (Figure 1). Le recepteur UT 
possede deux sites de glycosylation dans sa portion amino-terminale extracellulaire et 
deux cysteines, dans la premiere et la deuxieme boucle extracellulaire, potentiellement 
impliquees dans la formation d'un pont disulfure. Ce recepteur possede certains residus et 
motifs conserves qui permettent de le classer parmi les recepteurs de classe A, done ayant 
une forte homologie avec la rhodopsine et le recepteur p2-adrenergique (P2AR). Le 
recepteur UT possede done, comme les GPCRs de classe A, un residu conserve dans 
chacun de ses domaines transmembranaires, particulierement un aspartate dans le 
deuxieme domaine transmembranaire (TMD2 transmembrane domain 2), un motif ERY 
(Glu/Arg/Tyr) a la jonction du TMD3 et de la deuxieme boucle intracellulaire et un motif 
NPxxY (ou x represente n'importe quel residu) situe dans le TMD7 (ONAN et al, 
2004a). Dans sa portion cytoplasmique (chacune des trois boucles intracellulaires et la 
queue carboxy-terminale), le recepteur UT possede plusieurs serines et threonines, sites 
putatifs de phosphorylation impliques dans les mecanismes de desensibilisation du 
recepteur (ONAN et al, 2004a). Parmi ceux-ci, on retrouve des sites consensus de 
phosphorylation pour la proteine kinase A (PKA) et la proteine kinase C (PKC), la 
caseine kinase 1 (CK1) et la glycogen synthase kinase 3 (GSK3). Dans la queue carboxy-
terminale du recepteur UT, on retrouve aussi un groupe de serines generalement reconnu 
et phosphoryle par une famille de kinases specifiques aux GPCRs (G protein-coupled 
receptor kinases: GRKs) (ONAN et al, 2004a). Le recepteur UT de rat possede 
egalement un motif putatif de liaison a la caveoline (OxOxxxxOxxO, ou O est un residu 
hydrophobe et x est n'importe quel residu) similaire a celui present dans le recepteur AT] 
6 
Figure 1. Representation sefaeraatique du recepteur UT. 
Le recepteur UT possede sept domaines transmembranaires relies par trois boucles 
extracellulaires et trois boucles intracellulaires. Les residus encercles en gras sont les 
residus les mieux conserves dans chacun des TMDs. Les residus putatifs de 
phosphorylation sont illustres en vert. Le residu aspartate conserve dans le TMD2 et les 
motifs ERY et NPxxY sont illustres en rouge. Les sites de glycosylation et le pont 
disulfure sont egalement illustres. Le site de liaison a la caveoline est encadre. 
7 
de l'angiotensine II (LECLERC et al, 2002). A l'extremite de sa portion carboxy-
terminale, le recepteur UT possede aussi un motif dileucine qui pourrait jouer un role dans 
le routage intracellulaire du recepteur (GABILONDO et al, 1997). Des etudes de RT-
PCR, d'hybridation in situ, d'immunocytochimie ainsi que des essais de liaison ont 
montre une distribution pratiquement generalisee du recepteur UT aussi bien au niveau du 
systeme nerveux central qu'en peripherie (AMES et al, 1999; JEGOU et al, 2006; 
MAGUIRE et al, 2000; MAGUIRE et al, 2008; MAGUIRE et al, 2004). Le recepteur 
UT est particulierement retrouve au niveau du cerveau, de la moelle epiniere, du myocarde 
ventriculaire, des cellules musculaires lisses vasculaires, des cellules endothelials 
vasculaires, du cortex renal, de la glande surrenale, de l'hypophyse et de la thyroi'de. Des 
etudes d'immunocytochimie et de liaison avec l'UII-I125 ont revele que l'expression la 
plus elevee d'UT chez l'humain est retrouvee au niveau des muscles squelettiques et du 
cortex cerebral (MAGUIRE et al, 2000; MAGUIRE et al, 2008). L'expression de l'UII 
et de son recepteur UT suggere que l'UII agirait, soit localement, soit comme une 
hormone circulante vasoactive, dans la regulation du systeme cardiovasculaire. 
1.4. Signalisation intracellulaire du recepteur UT 
1.4.1. Couplage aux proteines G heterotrimeriques: 
Le recepteur UT est couple a la proteine heterotrimerique Gaq/n, done son 
activation entraine l'activation de la phospholipase C (PLC), l'hydrolyse du phosphatidyl-
inositol-bisphosphate (PIP2) et la production de diacylglycerol (DAG) et d'inositol 
triphosphate (IP3) (SAETRUM OPGAARD et al, 2000). L'IP3 active un recepteur-canal 
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situe au niveau du reticulum endoplasmique et permet ainsi la relache de Ca vers le 
cytosol (AMES et al, 1999). Quelques evidences montrent que le recepteur UT peut 
egalement activer la proteine heterotrimerique Gaj/0. Le recepteur UT active aussi la voie 
des MAPKs (mitogen-activated protein kinases), specifiquement celle des proteines 
ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein kinase 1/2) (ZILTENER et al, 2002). La 
toxine pertussis (PTX), qui inhibe la proteine G(Xj/0 par un processus d'ADP-ribosylation, 
diminue l'activation de la voie des MAPKs par le recepteur UT (ZILTENER et al, 2002). 
Dans une lignee cellulaire de rhabdomyosarcome humain (SJRH30) exprimant de facon 
endogene le recepteur UT, la PTX diminue la reponse calcique induite par le recepteur 
UT (DOUGLAS et al, 2004b). Le recepteur UT active egalement, de facon Rho-
dependante, la contraction, la reorganisation du cytosquelette et la proliferation des 
cellules vasculaires lisses aortiques (SAUZEAU et al, 2001). Bien que l'activation de la 
voie Rho soit generalement associee au couplage et a l'activation de la proteine 
heterotrimerique Gai2/i3 (BUHL et al, 1995; GOHLA et al, 1999), quelques etudes ont 
clairement demontre 1'implication de la voie Gaq/n dans la signalisation vers Rho (DUTT 
et al, 2002; HIRSHMAN et EMALA, 1999). Le recepteur UT pourrait done etre couple a 
la proteine Gan/n en plus des proteines Gaq/n et Gaj/0. Par contre, le couplage aux 
proteines G0112/13 n'est toujours pas demontre. 
1.4.2. Mecanismes de signalisation impliques dans la regulation du 
systeme cardiovasculaire 
L'une des actions les mieux connues et caracterisees de l'UII est la regulation du 
systeme cardiovasculaire dans des conditions normales et pathophysiologiques. L'UII a 
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d'abord ete caracterisee comme le plus puissant vasoconstricteur, capable de faire 
contracter l'aorte de rat plus efficacement que l'endotheline-1, la noradrenaline ou la 
serotonine (AMES et al, 1999). L'UII s'est egalement averee un puissant 
vasoconstricteur de plusieurs lits arteriels chez les mammiferes, y compris chez l'humain 
(DOUGLAS et OHLSTEIN, 2000). Bien que l'UII soit arterio-selectif chez toutes les 
especes de mammiferes etudiees jusqu'a maintenant, ce peptide a demontre une certaine 
capacite a faire contracter certains vaisseaux veineux chez l'humain (DOUGLAS et 
OHLSTEIN, 2000). La vasoconstriction mediee par le recepteur UT est soutenue et 
pratiquement irreversible pendant plusieurs heures meme suite a un lavage efficace 
(CAMARDA et al, 2002). Le mecanisme par lequel l'UII active la contraction des 
muscles lisses est complexe. Comme mentionne ci-haut, le recepteur UT provoque une 
elevation du Ca2+ intracellulaire (AMES et al, 1999) (Figure 2). La vasoconstriction 
mediee par l'UII implique egalement l'activation de tyrosine kinases, de la p38MAPK, 
des proteines ERK1/2, de RhoA/ROCK et du systeme PKC/CPI-17 (PAPADOPOULOS 
et al, 2008; ROSSOWSKI et al, 2002; RUSSELL et MOLENAAR, 2004; SAUZEAU et 
al, 2001; TASAKI et al, 2004). RhoA/ROCK et le systeme PKC/CPI-17 sont 
particulierement impliques dans les mecanismes de sensibilisation au Ca menant a la 
phosphorylation de la chaine legere de la myosine (MLC) (SOMLYO et SOMLYO, 
2003). II est done possible que la forte vasoconstriction mediee par l'UII soit la 
consequence d'une forte sensibilisation au Ca +, ce qui pourrait expliquer que l'UII soit le 
plus puissant agent inotropique connu (RUSSELL et al, 2001). 
Chez le rat, l'UII agit comme vasodepresseur lorsque administre de facon systemique en 




\y Urotensine II 
CELLULE MUSCULAIRE 
LISSE VASCULAIRE 
Figure 2. Resume des voies de signalisation activees par 1'UII dans les cellules 
musculaires lisses vasculaires, les cellules endothelials et les macrophages. 
EGF-R, epidermal growth factor receptor; ACAT-1, acyl-coenzyme Axholesterol 
acyltransferase-1; ox-LDL, oxidized low-density lipoprotein; SRA, scavenger receptor 
class A; PKC, proteine kinase C; ERK, extracellular signal-regulated kinase; PLC, 
phospholipase C; ROCK, Rho kinase; IP3, inositol-1,4,5-trisphosphate; DAG, 
diacylglycerol; MLCK, myosin light chain kinase; NO, nitric oxide; PGI2, prostacycline. 
Figure modifiee de Papadopoulos, P. et al. (2008) 
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les arteres de resistance pulmonaires et abdominales et les arteres coronaires 
(GARDINER et al, 2001; KATANO et al, 2000; STIRRAT et al, 2001). Cette 
vasodilatation est dependante de la presence de 1'endothelium et est mediee par 
l'activation de la nitric-oxide synthase (NOS) et la relache d'oxide nitrique (NO) 
(ABDELRAHMAN et PANG, 2002; BOTTRILL et al, 2000; LACZA et D, 2006; LIN et 
al, 2004). De plus, ISHIHATA et al, (2005) ont recemment montre que la prostacycline 
et PGE2 sont aussi impliquees dans les mecanismes de vasodilatation medies par l'UII. 
1.4.3. Signalisation du recepteur UT dans le developpement de 
pathophysiologies du systeme cardiovasculaire : role central de la voie 
des MAPKs. 
Plusieurs pathologies du systeme cardiovasculaire chez l'humain ont comme 
caracteristique une elevation des niveaux plasmatiques d'UII. Ainsi, les personnes 
souffrant d'hypertension systemique, de maladie cardiaque ischemique, de trouble 
cardiaque congestif, d'insuffisance renale et d'hypertension portale due a une cirrhose du 
foie ont des niveaux plasmatiques d'UII significativement plus eleves que les sujets sains 
(BOUSETTE et al, 2006; CHEUNG et al, 2004; GRUSON et al, 2006; HELLER et al, 
2002; ONG et al, 2005). L'UII est egalement impliquee dans Phypertrophie des 
cardiomyocytes (ONAN et al, 2004b; ZOU et al, 2001), dans la production de matrice 
extracellulaire (TZANIDIS et al, 2003) et dans le developpement des plaques 
atherosclerotiques (BOUSETTE et al, 2004; MAGUIRE et al, 2004; SEGAIN et al, 
2007; WATANABE et al, 2005). L'UII augmente la proliferation des cellules 
musculaires lisses, en synergie avec Taction de la 5-HT et de moxLDL {mildly oxidized 
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LDL) (WATANABE et al, 2001a; WATANABE et al, 2001b). L'UII augmente aussi la 
proliferation des fibroblastes cardiaques (DAI et al, 2006). II a recemment ete montre que 
l'UII est un chimioattractant pour les monocytes qui expriment le recepteur UT (SEGAIN 
et al, 2007). Les voies de signalisation impliquees dans ces phenomenes sont complexes 
et impliquent la proteine kinase C (PKC), la tyrosine kinase c-src, la transactivation du 
recepteur a l'EGF, RhoA/ROCK et la voie des MAPKs (Figure 2). La voie des MAPKs a 
specifiquement ete impliquee dans plusieurs processus incluant la proliferation et la 
migration des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins et des voies respiratoires 
(CHEN et al, 2000; MATSUSAKA et WAKABAYASHI, 2006), la proliferation des 
fibroblastes (MATSUSAKA et WAKABAYASHI, 2006), la formation des cellules 
spumeuses derivees des macrophages (WATANABE et al, 2005), l'expression de MMP-
1 et la synthese de collagene-1 dans les HUVECs (WANG et al, 2004), l'hypertrophie 
des cardiomyocytes (WANG et al, 2004) et possiblement la sensibilisation au Ca durant 
la contraction musculaire (TASAKI et al, 2004). A la lumiere de ces constatations, il est 
fort probable que 1'activation de la voie des MAPKs mediee par le recepteur UT a des 
effets majeurs dans des conditions normales et/ou pathologiques du systeme 
cardiovasculaire chez l'humain. 
1.5. Actions physiologiques de l'UII 
1.5.1. Actions peripheriques : 
1.5.1.1. Regulation du systeme cardiovasculaire 
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L'une des caracteristiques de l'UII est la variabilite de ses effets sur le systeme 
cardiovasculaire non seulement d'une espece a l'autre, mais egalement d'un tissu a l'autre 
a l'interieur d'une meme espece (DOUGLAS et al, 2000). Par exemple, des essais de 
contraction d'aorte ont demontre que l'UII est le plus puissant vasoconstricteur connu 
(AMES et al, 1999; DOUGLAS et al, 2000). Par contre, l'UII n'a aucun effet sur l'aorte 
de souris (DOUGLAS et al, 2000). In vivo, l'injection d'UII chez le singe anesthesie 
provoque un collapsus circulatoire fatal. Ce dernier est caracterise par un fort 
dysfonctionnement cardiovasculaire, par une vasoconstriction arterielle systemique qui se 
traduit par une augmentation de la resistance peripherique et par une alteration de la 
contractilite du muscle cardiaque qui a comme consequence de diminuer le volume 
d'ejection cardiaque (AMES et al, 1999). Par contre, l'injection systemique d'UII chez le 
rat conscient se traduit par une chute de pression arterielle moyenne due a une 
vasodilatation des vaisseaux arteriels de la region posterieure (pattes arrieres), mecanisme 
impliquant l'activation de la NOS et de la COX (GARDINER et al, 2001; GARDINER et 
al, 2006). Chez l'humain, l'injection d'UII a produit des resultats qui ne sont pas 
consistants d'une etude a l'autre. Ainsi, l'etude de Bohm et Pernow (BOHM et 
PERNOW, 2002) montre que l'infusion d'UII au niveau de l'artere brachiale provoque, 
de facon dose-dependante, une reduction du flux sanguin au niveau de l'avant bras alors 
que des etudes similaires de Wilkinson et al. (2002) et d'Affolter et al (2002) n'ont 
montre aucun changement au niveau des parametres hemodynamiques. Les raisons de 
cette disparite ne sont pas connues, mais elles pourraient etre reliees a la difference d'age 
des sujets entre les deux etudes (~ 24 ans dans l'etude de Bohm et Pernow contre ~ 37 ans 
pour l'etude de Wilkinson et al.) (RUSSELL, 2004). 
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1.5.1.2. Regulation du systeme renal 
En plus d'etre fortement exprimes au niveau de plusieurs tissus du systeme 
cardiovasculaire, le recepteur UT et son ligand UII sont egalement presents au niveau des 
reins chez l'humain (ASHTON, 2006). De fait, il semble que le rein soit la majeure source 
d'UII plasmatique et urinaire chez les mammiferes (ASHTON, 2006). L'UII pourrait 
avoir un role a jouer dans la regulation de la filtration glomerulaire. L'infusion d'UII dans 
l'artere renale chez le rat anesthesie augmente le debit sanguin renal et le taux de filtration 
glomerulaire (SHENOUDA et al, 2002), mecanisme completement inhibe par l'inhibition 
de la NOS (ZHANG et al, 2003). Cependant, le role exact de l'UII dans la regulation du 
systeme renal chez l'humain demeure toujours a etre caracterise. 
1.5.2. Actions centrales de l'UII 
Comme mentionne plus haut, l'UII et son recepteur UT sont largement distribues 
au niveau du systeme nerveux central (NOTHACKER et CLARK, 2005). De facon 
generale, l'injection d'UII au niveau central mene a une reponse hypertensive et a une 
tachycardie chez le rat (LIN et al, 2003a; LIN et al, 2003b). Chez la brebis, l'injection 
centrale d'UII mene a une augmentation des niveaux d'ACTH et d'adrenaline, premiere 
constatation evidente du role du systeme UII/UT dans l'activation de l'axe hypothalamo-
hypophysaire, en plus de promouvoir des actions chronotropique et ionotropique sur le 
coeur (WATSON et al, 2003). Ces resultats suggerent que l'UII pourrait etre impliquee 
dans les mecanismes de reponse aux stimuli d'alerte ou de stress (WATSON et al, 2003). 
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Finalement, l'UH pourrait egalement jouer un role dans la regulation du cycle eveil-
sommeil. Ainsi, Huitron-Resendiz et al. (2005) ont montre que l'injection d'UII 
directement au noyau tegmental pedonculopontin (PPT), centre d'une grande importance 
dans le controle du sommeil paradoxal chez les mammiferes, augmente l'activite des 
neurones cholinergiques et altere ainsi les periodes de sommeil paradoxal chez le rat. Ces 
resultats suggerent que l'UII est un neurotransmetteur/neuromodulateur chez les 
mammiferes. 
2. LA GRANDE FAMILLE DES RECEPTEURS COUPLES AUX 
PROTEINES G (GPCRs) 
L'evolution des organismes multicellulaires a grandement ete dependante de la 
capacite developpee par les cellules a communiquer entre elles (BOCKAERT et PIN, 
1999). Ainsi, l'expression de recepteurs a leur surface a permis aux cellules de reagir a 
leur environnement en transmettant differents signaux extracellulaires vers 1'interieur par 
un phenomene que Ton nomme la transduction du signal. Parmi les recepteurs exprimes a 
la surface des cellules, on retrouve la famille des recepteurs couples aux proteines G 
(GPCRs). La superfamille des GPCRs est l'une des plus importantes et des plus diverses 
families de proteines exprimees chez les mammiferes (BOCKAERT et PIN, 1999). Chez 
les vertebres, cette famille de proteines comprend entre 1000-2000 membres (representant 
generalement >1% du genome) dont la majeure partie sont des recepteurs gustatifs et 
olfactifs (BOCKAERT et PIN, 1999). Chez le ver Caenorhabditis elegans, plus de 5% du 
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genome code pour un GPCR ce qui represente approximativement 1100 recepteurs 
(BARGMANN, 1998). L'achievement du sequencage du genome humain a permis de 
reveler les sequences de presque tous les GPCRs, y compris certains dont la fonction est 
inconnue et/ou dont le ligand est inconnu (LANDER et al, 2001; VENTER et al, 2001). 
Actuellement, on estime que le genome humain contient approximativement 865 genes de 
la superfamille des GPCRs ce qui code pour plus de 1% du genome chez Phumain 
(FREDRIKSSON et SCHIOTH, 2005; KRISTIANSEN, 2004). Parmi ceux-ci, 478 
encodent des GPCRs olfactifs ou gustatifs (ZOZULYA et al, 2001). Done, le reste, soit 
environ 375, encodent des GPCRs pour des ligands endogenes (FREDRIKSSON et al, 
2003; VASSILATIS et al, 2003). De ce nombre, plus de 180 sont toujours definis comme 
recepteurs orphelins e'est-a-dire qu'aucun ligand n'a ete associe a ces recepteurs jusqu'a 
maintenant (VASSILATIS et al, 2003). 
La diversite chimique des differents ligands endogenes des GPCRs est exceptionnelle. 
Parmi ces ligands on retrouve des amines biogenes, des peptides, des glycoproteines, des 
lipides, des nucleotides, des ions ou des proteases (BOCKAERT et PIN, 1999). De plus, 
la sensation de differents stimuli exterieurs comme la lumiere, les odeurs et le gout est 
percue via l'activation de GPCRs (HOON et al, 1999). Considerant le nombre imposant 
de differents GPCRs chez l'humain, il est facile de s'imaginer que cette famille de 
recepteurs soit impliquee dans une panoplie de fonctions biologiques. D'ailleurs, plus de 
25% des medicaments vendus sous ordonnances ciblent un GPCR de classe A 
uniquement, ce qui demontre une fois de plus leur importance dans la regulation de 
l'homeostasie chez l'humain (OVERTNGTON et al, 2006). 
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2.1. Structure et classification des GPCRs 
En plus de la grande variabilite caracteristique aux differents ligands des GPCRs, 
il existe egalement une variabilite de sequence enorme entre les recepteurs de cette 
famille. En fait, il existe tres peu d'homologie de sequence entre les GPCRs. Dans les 
faits, deux exigences sont requises afin d'etre reconnu comme GPCR. La premiere 
exigence est reliee a la presence de sept domaines etendus d'environ 25 a 35 acides 
amines demontrant un certain degre d'hydrophobicite. Ces domaines forment 
essentiellement 7 helices a qui traversent la membrane plasmique dans un sens anti-
horaire formant ainsi le corps du recepteur (Figure 3). Les domaines transmembranaires 
(TMDs) sont relies entre eux par trois boucles extracellulaires et trois boucles 
intracellulaires de longueurs variables. La portion amino-terminale des GPCRs se 
retrouve a l'exterieur des cellules alors que la portion carboxy-terminale est 
cytoplasmique. Les boucles intra- et extracellulaires sont egalement de longueurs 
variables. A noter egalement que la majorite des GPCRs ont deux residus cysteines situes 
dans la premiere et la deuxieme boucle extracellulaire qui forment un pont disulfure, 
vraisemblablement implique dans la stabilisation d'un nombre restreint de conformations. 
La deuxieme exigence est la capacite de ces recepteurs a coupler et a activer une proteine 
G. Ainsi Pactivation de ces proteines G constitue la principale voie de signalisation 
reconnue pour les differents GPCRs. Toutefois, plusieurs evidences ont demontre que les 
GPCRs peuvent egalement transmettre leur signaux vers l'interieur de la cellule 
independamment des proteines G via l'interaction avec diverses proteines cytosoliques, 
les plus connues etant les arrestines (BRZOSTOWSKI et KIMMEL, 2001) (nous 




Figure 3. Models en deux dimensions du recepteiir P2-adrenergique illustrant ies 
primclpales caracteristiques d'isn GPCR appartenant a la classe A. 
Chacun des residus les plus conserves de chacun des TMDs sont indiques avec la 
nomenclature de Schwartz (voir (SCHWARTZ, 1994)) et de Ballesteros-Weinstein 
(BALLESTEROS et WEINSTEIN, 1995). Une serie de tryptophanes et de prolines sont 
illustrees en bleu. Le pont disulfure entre la premiere et la deuxieme boucle extracellulaire 
ainsi que le site de palmitoylation sont illustres en blanc. Les residus impliques dans la liaison 
de {'epinephrine sont montres en rouge (STRADER et al, 1995). La mutation de PASa293 du 
recepteur alb mene a une activite constitutive (KJELSBERG et al, 1992). 
Figure tiree de Gether, U. (1998) 
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trier les membres de la superfamille des GPCRs. Certains ont groupe ces recepteurs par 
leur facon de Her leurs ligands et d'autres par leurs caracteristiques physiologiques et 
structurelles. La classification la plus souvent employee categorise les GPCRs par classe 
(ou famille) (A, B, C, D, E et F) (GETHER, 2000). Cette classification permet alors 
d'associer les differents GPCRs selon leur homologie de sequence. Les trois classes 
majeures sont: la classe A regroupant les recepteurs associes a la rhodopsine et au 
recepteur P2-adrenergique, la classe B regroupant les recepteurs associes au recepteur de 
la secretine et la classe C regroupant les recepteurs relies aux recepteurs metabotropiques 
du glutamate (Figure 4) (GETHER, 2000). Les recepteurs des pheromones chez la levure 
forment deux families mineures, la famille D (Ste2) et la famille E (Ste3). 
Chez Dictyostelium discoideum, il existe quatre differents recepteurs du cAMP qui 
forment une classe mineure et unique de GPCRs (classe F). A noter qu'aucun membre des 
classes D, E et F n'est retrouve chez l'humain (GETHER, 2000). Les travaux de 
Fredriksson et al. (2003) ont egalement permis de definir deux derniers groupes de 
recepteurs, soit la famille des recepteurs d'adhesion et la famille des recepteurs Frizzled. 
La famille des recepteurs d'adhesion forme une classe particuliere de GPCRs ayant le 
corps de sept TMDs caracteristique aux GPCRs, fusionne avec un ou plusieurs domaines 
fonctionnels en N-terminal possedant des motifs Adhesion-like comme des repetitions 
EGF-like, des regions mucin-like et des motifs conserves riches en cysteines 
(HAYFLICK, 2000). Les recepteurs Frizzled controlent la differentiation cellulaire, la 
proliferation cellulaire ainsi que la polarite lors du developpement du metazoaire en 
traduisant les signaux des glycoproteines nommees Wnt (EISENMANN, 2005). 
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Classe A. Recepteurs avec homologie avec Rhodopsine/ 
recepteur (32-adrenergique 
Recepteurs CCK, endotheline, tachykinine, neuropeptide Y, TRH, 
neurotensins, bombesine, d'hormines de croissance et 
opsines (vertebras) 
Recepteurs aminergiques (adrenaline, serotonine, dopamine, 
muscarinique, histamine) 
Opsines (invertebres), recepteur bradykinine 
Recepteurs chemokine, fMLP, C5A, GnRH, eicosanoi'de, leukotriene, 
FSH, LH, TSH, galanine, nucleotide, opioTde, oxytocine, 
vasopressine, somatostatine, recepteurs actives par 
les proteases et plus. 
Recepteurs adenosine, cannabinoTde, melanocortine 
et recepteurs olfactifs 
Recepteurs de la melatonine et autres non classifies 
Classe B. Recepteurs Glucagon/VIP/Calcitonine 
Recepteurs de la calcitonine, CGRP et CRF 
Recepteurs PTH et PTHrP 
Recepteurs Glucagon, peptide glucagon-like, GIP, 
GHRH, PACAP, VIP et secretine 
Latrotoxine 
Famille C. Recepteurs metabotropiques et du calcium 
Recepteurs metabotropiques du glutamate 
Recepteurs metabotropiques du GABA 
Recepteurs du calcium 
Recepteurs des pheromones dela region vomeronasal 
Recepteurs gustatifs 
Figure 4. Representation schematique des recepteurs de classe A, B et C. 
Les GPCRs sont divises en trois classes majeures et une representation de chacun d'eux est 
montree. Chacune des classes peut etre subdivisee en differents sous-groupes comme indique. 
Les GPCRs de chaque classe ont certains residus et motifs conserves representes par les 
lettres blanches dans les cercles noirs. Les caracteristiques de chacune des classes sont 
decrites dans le texte. 
Figure modifiee de Gether, U. (2000) 
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2.1.1. GPCRs de classe A 
Les recepteurs de la classe A sont les plus nombreux et les mieux caracterises. 
L'homologie generate des recepteurs de cette famille est assez faible et restreinte a la 
presence de certains residus et motifs cles grandement conserves chez cette classe de 
recepteurs. La grande conservation de ces residus et motifs suggere que ceux-ci ont 
vraisemblablement des roles essentiels dans l'integrite structurelle et/ou fonctionnelle de 
ces recepteurs. 
2.1.1.1. Nomenclature de Ballesteros et Weinstein 
Afin de faciliter la comparaison des differents residus de chacun des GPCRs de 
classe A, une nomenclature a ete proposee. La nomenclature la plus utile et la plus utilisee 
est celle proposee par Ballesteros et Weinstein (BALLESTEROS et WEINSTEIN, 1995). 
Ainsi, le residu le plus conserve de chaque segment transmembranaire se voit attribuer le 
nombre 50 (Figure 3). Chacun des autres residus est alors annote en fonction de sa 
position par rapport a ce residu conserve. Par exemple, la position 6.55 indique le residu 
situe dans le TMD6, cinq residus vers la portion carboxy-terminale du residu proline 6.50 
(P6 50), le residu le plus conserve dans le TMD6. Cette annotation sera utilisee tout au long 
de cette these. 
Parmi les residus les mieux conserves chez la classe A des GPCRs, on retrouve un 
aspartate dans le TMD2 (D250), un residu arginine a la jonction du TMD3 et de la 
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deuxieme boucle intracellulaire (R3 50) et une proline dans le TMD7 (P7 50). R3 50 fait partie 
d'un motif conserve E/DRY alors que P7'50 fait partie d'un motif conserve NPxxY (ou x 
represente n'importe lequel des residus). Les ligands de la majorite des GPCRs de classe 
A se lient dans une pochette de liaison a l'interieur des TMDs (SCHWARTZ et al, 2006). 
II existe cependant quelques exceptions a cette regie, en particulier dans le cas des 
recepteurs des glycoproteines (LH, FSH, TSH) ou le site de liaison est plutot localise dans 
la portion amino-terminale des recepteurs (MOYLE et al., 2005). 
2.1.2. GPCRs de classe B 
Les recepteurs de classe B dont le prototype est le recepteur de la secretine, lient 
des peptides relativement gros partageant une forte homologie dans leur sequence en 
acides amines et agissant generalement de facon paracrine (FREDRIKSSON et al., 2003). 
Les recepteurs de cette famille possedent une longue portion amino-terminale d'environ 
100 residus et contenant plusieurs ponts disulfures. Cette portion est tres importante pour 
la liaison du ligand. Parmi les membres de cette famille on retrouve, entre autres, les 
recepteurs pour le glucagon, le VIP (vasoactive intestinal peptide), la calcitonine, la PTH 
(parathormone) et le PACAP (pituitary adenylate cyclase-activatingpolypeptide). 
Les membres de cette classe de GPCRs ont comme caracteristique particuliere de former 
des heterodimeres avec les membres d'une famille de proteines nommes RAMP 
(Receptor Activity-Modifying Protein). Les RAMPs forment une petite famille de trois 
proteines transmembranaires de 148, 175 et 148 acides amines (RAMP1, RAMP2 et 
RAMP3 respectivement). Les RAMPs possedent un long segment extracellulaire, un 
domaine transmembranaire et une courte sequence intracellulaire (HAY et al, 2006). La 
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fonction classique attribuee a cette famille de proteines est de moduler les proprietes 
pharmacologiques du recepteur de la calcitonine (CTR) (HAY et al, 2006). Ainsi, le 
dimere CTR/RAMP1 est un recepteur de haute affinite pour le CGRP {calcitonin-gene 
related peptide) alors qu'en presence de RAMP2, le dimere forme un recepteur de haute 
affinite pour l'amyline et son affinite pour le CGRP est diminue de 100 fois (HAY et al, 
2006). Cependant, il est maintenant reconnu que les membres de cette famille de proteines 
ubiquitaires, en plus de jouer le role de modulateur pharmacologique, sont egalement 
impliques dans la regulation de la signalisation et du routage non seulement du recepteur 
de la calcitonine, mais de plusieurs autres GPCRs de classe B (HAY et al., 2006). 
2.1.3. GPCRs de classe C 
Les GPCRs de classe C regroupent les recepteurs des neurotransmetteurs 
glutamate et acide y-aminobutyrique (GABA), de l'ion calcium, de quelques molecules 
pheromones et les recepteurs gustatifs impliques dans la perception du sucre et du umami 
(gustation reliee aux acides amines) (HOON et al., 1999; PIN et al., 2003). Les membres 
de cette classe de GPCRs sont caracterises par une portion amino-terminale 
exceptionnellement longue d'environ 500-600 residus et responsable de la reconnaissance 
et de la liaison du ligand (PIN et al., 2003). Cette large portion amino-terminale peut etre 
subdivisee en deux sous-domaines : (1) un module Venus Flytrap, implique dans la liaison 
du ligand et partageant des similarites de sequence avec une famille de proteines 
bacteriennes periplasmiques impliquees dans le transport de petites molecules comme des 
acides amines, des sucres, des ions ou des peptides, (2) un domaine riche en cysteines qui 
interconnecte le module Venus Flytrap et les sept TMDs (PIN et al., 2003). Une des 
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caracteristiques particulieres associees aux GPCRs de classe C est que tous sont composes 
de dimeres (PIN et al., 2003). Les recepteurs metabotropiques du glutamate (mGluR) et 
du calcium (CaSR) sont tous formes d'homodimeres du a 1'interaction directe entre leur 
module Venus Flytrap et leur TMDs. Les recepteurs GABA et gustatifs forment quant a 
eux des heterodimeres. Pour ces recepteurs, la formation d'heterodimeres est dependante 
de l'interaction entre les portions carboxy-terminales et des modules Venus Flytrap et 
cette dimerisation est obligatoire afin de former des recepteurs fonctionnels (PIN et al., 
2003). Dans le processus d'activation des proteines G par cette classe de GPCRs, il a ete 
propose que la liaison des agonistes au module Venus Flytrap permet de reorienter ce 
domaine a l'interieur du dimere et cause ainsi un changement du mode d'interaction avec 
les TMDs. Ce changement stabilise les differents TMDs dans une conformation propice 
pour coupler et activer la proteine G (PIN et al., 2003). 
2.2. Mecanismes moleculaires impliques dans I'activation des GPCRs de 
classe A 
Les details moleculaires menant a 1'activation des GPCRs ne sont pas encore 
clairement compris. La grande conservation de certains residus chez les recepteurs de 
classe A suggere que ceux-ci sont vraisemblablement impliques dans le maintien d'une 
forme inactive des recepteurs ou encore impliques dans le rearrangement des TMDs 
menant a l'activation des GPCRs de classe A (SMIT et al, 2007). La cristallisation de 
plusieurs GPCRs de cette classe a permis d'eclaircir certains aspects structurels de ces 
recepteurs et suggere certains mecanismes moleculaires d'activation des GPCRs de classe 
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A (CHEREZOV et al, 2007; JAAKOLA et al, 2008; PALCZEWSKI et al, 2000; PARK 
et al, 2008; WARNE et al, 2008). 
2.2.1. Ionic Lock 
L'interaction entre le residu R350 du motif hautement conserve E/DRY, a la 
jonction du TMD3 et de la deuxieme boucle intracellulaire, avec le residu E/D adjacent 
(position 3.49) et le residu E/D (position 6.30), pres de la portion cytoplasmique du 
TMD6, constitue ce que Ton appelle le ionic lock (BALLESTEROS et al, 2001). La 
protonation du residu E3 49 lors de l'activation de la rhodopsine brise cet ionic lock ce qui 
permet le mouvement entre les TMDs 3 et 6. Ce mouvement permet d'exposer des sites 
d'interactions intracellulaires pour la proteines G et mene a son activation (ARMS et al, 
1994). La destruction de ce lien ionique en remplacant le residu E/D349 et/ou le residu 
E/D6'30 induit, chez la rhodopsine et chez plusieurs autres GPCRs de classe A, une activite 
constitutive, ce qui suggere que les GPCRs de classe A ont un mecanisme d'activation 
similaire (BALLESTEROS et al, 2001; LI et al, 2004; SCHEER et al, 1996). 
Cependant, la mutation du residu E/D349 ne mene pas toujours a de l'activite constitutive 
(CAPRA et al, 2004; CHUNG et al, 2002; FENG et SONG, 2003). De plus, la structure 
tridimensionnelle du cristal du P2AR indique qu'a l'etat basal, la distance entre le TMD3 
et le TMD6 est plus grande que celle retrouvee dans la rhodopsine, ce qui serait 
incompatible avec un mecanisme de lien ionique entre les residus de ces TMDs du 02AR 
(ROSENBAUM et al., 2007). Les differentes conclusions tirees des etudes fonctionnelles 
anterieures et celles tirees de la recente cristallisation du P2AR suggerent qu'il existerait 
des roles alternatifs du residu E/D349 et du motif E/DRY chez les recepteurs de classe A. 
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Par exemple, sur la base de resultats obtenus avec le recepteur aie-adrenergique (OIIBAR), 
Scheer et al. (1996) ont suggere que dans sa forme inactive, le residu R3 50 est contraint 
dans une pochette polaire formee des residus N1'50, D2 50, N749 et Y7'53. Dans ce modele, la 
contrepartie ionique de R serait le residu conserve D et cette interaction serait brisee 
dans le processus d'activation du recepteur (SCHEER et al, 1996). La liaison de 
•2 en 
l'agoniste permettrait alors de liberer le residu R , causant Pisomerisation de la 
deuxieme boucle intracellulaire qui peut ainsi coupler et activer la proteine G (SCHEER 
etal, 1996). 
2.2.2. Asparagine du motif NPxxY et D250 
II a ete propose que le residu N7 49, situe dans le TMD7 et faisant partie du motif 
conserve NPxxY, agirait comme interrupteur ON/OFF en adoptant differentes orientations 
dans les etats inactif ou actif (GOVAERTS et al, 2001; URIZAR et al, 2005). Dans l'etat 
inactif, N7 4 9 serait oriente vers le TMD6 alors que dans l'etat actif, il adopterait une 
orientation propice pour interagir avec D2 50 du TMD2 (URIZAR et al., 2005). Ainsi, une 
interaction entre D2 50 et N749 du motif NPxxY pourrait etre un mecanisme important lors 
de l'activation des GPCRs de classe A (SEALFON et al, 1995; URIZAR et al, 2005). 
2.2.3. Rotamer Toggle Switch 
Un autre changement moleculaire, nomme rotamer toggle switch a ete propose 
dans le mecanisme d'activation des recepteurs aminergiques et des opsines (SHI et al, 
2002). Ce switch implique un changement dans la structure du TMD6 autour du motif 
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CxWP650 (SCHWARTZ et al, 2006). Des etudes avec la rhodopsine et le P2AR ont 
ft Aft 
montre que le residu W subit une transition conformationnelle passant d'une 
orientation dirigee vers le TMD7, dans l'etat inactif, vers une orientation dirigee vers le 
TMD5, dans l'etat actif de ces recepteurs (LIN et SAKMAR, 1996; RUPRECHT et al, 
2004; SHI et al, 2002). Le rearrangement du W648 et de la C649 adjacente contribue a 
diminuer Tangle induit par la P6 50 dans le TMD6 deplacant ainsi la portion cytoplasmique 
du TMD6 et l'eloignant du TMD3. Ceci contribuerait a briser le ionic lock entre le residu 
R3 50 du motif D/ERY et le residu E/D6 30 du TMD6 (BALLESTEROS et al, 2001). 
3. MECANISMES DE SIGNALISATION ET DE 
DESENSIBILISATION DES GPCRs 
3.1. Signalisation dependante des proteines heterotrimeriques G 
Les proteines heterotrimeriques G (G pour guanine nucleotide-binding protein) 
sont les interrupteurs moleculaires qui demarrent les cascades de signalisation en reponse 
a 1'activation des GPCRs par des stimuli extracellulaires. Les proteines G ont done un role 
crucial dans la specificite de la reponse intracellulaire induite par 1'activation des GPCRs. 
Malgre le grand nombre et la diversite des differents GPCRs, ceux-ci interagissent avec 
un nombre relativement restreint de proteines G pour initier la cascade de signalisation 
intracellulaire. Les proteines heterotrimeriques G sont composees de trois sous-unites soit 
les sous-unites a, P et y. Chez l'humain, il existe 21 sous-unites a, 6 sous-unites P et 12 
sous-unites y (OLDHAM et HAMM, 2008). Les proteines G heterotrimeriques sont 
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typiquement divisees en quatre classes basees sur l'homologie de la sequence primaire de 
la sous-unite a : Gas, Gdj/0, Gaq/n et Gan/13. La proteine G est maintenue inactive dans la 
conformation heterotrimerique ou la sous-unite a lie le guanosine diphosphate (GDP) et 
est associee au dimere stable Py. L'activation des GPCRs par leurs agonistes cause un 
changement conformationnel du recepteur qui permet son association aux proteines G et 
catalyse la relache du GDP de la sous-unite a resultant ainsi en la formation d'un 
complexe stable et de haute affinite entre le recepteur active et la proteine G (OLDHAM 
et HAMM, 2006). Le recepteur active agit par la suite de facteur d'echange de guanine-
nucleotide (guanine-nucleotide exchange factor ou GEF) et promeut le remplacement du 
GDP par le guanosine triphosphate (GTP). Ceci destabilise le complexe et permet le 
relachement de la sous-unite a-GTP et du dimere Py. Chacune des sous-unites (a-GTP et 
Py) agit comme messager et active differents effecteurs intracellulaires. Parmi les 
effecteurs principaux, on retrouve l'adenylyl cyclase qui est activee par Gas ou inhibee 
par GOJ/O, la phospholipase C qui est activee par Gaq/n et certains canaux potassiques et 
calciques qui sont actives principalement par le dimere Py (OLDHAM et HAMM, 2006). 
Les proteines G12/13 activent la proteine Rho qui est impliquee dans la reorganisation du 
cytosquelette. La transduction du signal mediee par la proteine G se termine lorsque la 
sous-unite a hydrolyse le GTP en GDP et se reassocie avec le dimere Py (OLDHAM et 
HAMM, 2006). 
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3.2. Mecanismes moleculaires impliques dans la signalisation et la 
regulation des GPCRs 
Dans les systemes biologiques, les cellules sont exposees a une combinaison 
complexe de stimuli. Les stimuli extracellulaires varient dans leur nature chimique, leur 
concentration et leur temps d'exposition. Ainsi, la reponse specifique d'un GPCR se doit 
d'etre finement regulee. De fa9on typique et pour un temps donne, un certain nombre de 
voies de signalisation seront enclenchees par un GPCR. Pour une reponse biologique 
appropriee (proliferation, differentiation, migration, apoptose) en situation physiologique, 
des mecanismes efficaces doivent etre engages afln d'orchestrer finement la reponse 
intracellulaire desiree. Ainsi, outre l'activation des proteines G, les GPCRs peuvent 
enclencher une serie de mecanismes moleculaires qui seront impliques dans 1'arret de la 
signalisation dependante de la proteine G et dans l'etablissement d'une signalisation 
independante des proteines G mais plutot dependante de 1'interaction avec diverses 
proteines intracellulaires. 
3.2.1. Role central des GRKs et des arrestines 
Meme si plusieurs proteines sont capables d'interagir avec les GPCRs 
(BOCKAERT et al., 2004), seulement deux families de proteines (excluant les proteines 
G) se sont averees capables d'interagir avec la majorite des GPCRs actives : les kinases 
specifiques aux GPCRs (GRKs) et les arrestines (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). 
Comme consequence directe de cette interaction, les GRKs et les arrestines permettent 
1'integration, la versatilite et la diversite de voies de signalisation d'un nombre 
grandissant de GPCRs (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). De ce fait, il est maintenant 
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reconnu que les GRKs et les arrestines agissent comme coordinateurs generaux de la 
transduction intracellulaire mediee par les GPCRs. 
3.2.1.1. Les GRKs 
Les GRKs sont une famille de serine/threonine kinases specifiques aux GPCRs 
comprenant sept membres (GRK1 a GRK7) qui partagent une certaine homologie de 
sequence (PREMONT et GAINETDINOV, 2007). Chaque GRK a une organisation 
fonctionnelle similaire incluant un domaine catalytique central, un domaine amino-
terminal qui serait important pour la reconnaissance du substrat et comprenant un 
domaine RGS (regulator of G protein signaling) et un domaine variable carboxy-terminal 
qui contribue au ciblage de la kinase a la membrane plasmique (FERGUSON, 2001) 
(Figure 5). GRK1 et GRK7 sont respectivement exprimees dans les batonnets et les cones 
de la retine ou elles sont impliquees dans la regulation de l'opsine. GRK4 a une 
expression limitee au cervelet, aux testicules et aux reins. GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6 
sont quant a elles exprimees de facon ubiquitaire. Sur la base de la similarite de leur 
sequence, les GRKs sont classees en trois sous-families. GRK1 et GRK7 constituent une 
famille. Une deuxieme famille est constituee de GRK2 et GRK3 qui contiennent un 
domaine d'homologie a la pleckstrine (PHD). Ce domaine PHD est implique dans le 
recrutement de la kinase a la membrane plasmique lors de l'activation de certains GPCRs. 
Une troisieme famille de GRKs est constituee de GRK4, GRK5 et GRK6 qui sont 
constitutivement associees a la membrane plasmique grace a la palmitoylation de leur 
portion carboxy-terminale (GRK4 et GRK6) ou via une interaction electrostatique entre 
46 residus basiques de la portion carboxy-terminale (GRK5) et les phospholipides de la 
membrane (FERGUSON, 2001). 
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Figure 5. Representation schematique des differents domaines importants des 
GRKs. 
Le ciblage des differentes GRKs est medie par differents mecanismes impliquant leur 
domaine carboxy-terminal. GRK1 et GRK7 sont farnesylees a un domaine CAAX de la 
region carboxy-terminale. Le domaine carboxy-terminal de GRK2 et GRK3 contient un site 
de liaison aux sous-unites Py qui expose une sequence homologue a un domaine pleckstrine. 
Le domaine carboxy-terminal de GRK5 contient une sequence de 46 residus basiques (region 
hachuree) responsable de l'interaction avec les phospholipides de la membrane. GRK4 et 
GRK6 sont palmitoylees a un residu cysteine du domaine carboxy-terminal. 
Figure modifiee de Ferguson, S.S. (2001). 
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3.2.1.2. Les arrestines 
Les arrestines sont une famille de proteines comprenant quatre membres 
(SHENOY et LEFKOWITZ, 2003). L'expression de l'arrestine 1 et l'arrestine 4 est 
restreinte respectivement aux batonnets et aux cones de la retine. Les P-arrestinel 
(arrestine 2) et P-arrestine2 (arrestine 3) sont, quant a elles, exprimees de facon 
ubiquitaire (SHENOY et LEFKOWITZ, 2003). Les arrestines ont une conformation 
allongee et sont composees d'un domaine amino-terminal et d'un domaine carboxy-
terminal separes par une region charniere (Figure 6). Les arrestines sont maintenues dans 
une forme inactive via 1'interaction de residus charges formant le corps polaire de 
l'arrestine et via des interactions hydrophobes entre certains residus de la region amino-
terminale (P-strand I et l'helice a I) et de la queue carboxy-terminale (GUREVICH et 
GUREVICH, 2006). L'interaction avec les residus phosphates des GPCRs actives brise le 
corps polaire de l'arrestine ce qui cause un changement conformationnel important dans 
l'arrestine (GUREVICH et GUREVICH, 2006). Ce rearrangement implique la liberation 
de la queue carboxy-terminale et un mouvement entre les deux domaines de l'arrestine 
(Figure 7) (GUREVICH et GUREVICH, 2006). Ces changements permettent une 
interaction stable avec les recepteurs actives et liberent des sites d'interaction pour la 
machinerie d'internalisation ou certaines proteines cytoplasmiques (discute plus bas) 
(GUREVICH et GUREVICH, 2006). 
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Figure 6. Elements structuraux cles des arrestines. 
A. Interactions intramoleculaires maintenant les arrestines dans leur etat inactif. Les residus 
polaires du corps sont illustres en rouge (charges negatives) et bleu (charges positives). En 
jaune sont illustres les residus hydrophobes des regions P-strand I, de l'helice a I et de la 
queue carboxy-terminale qui forment des interactions stabilisatrices de la forme inactive de 
l'arrestine. B. Site d'interaction connu de l'arrestine : vert, elements de liaison aux GPCRs; 
bleu, charges positives qui lient les phosphates lies aux GPCRs; magenta, elements de la 
portion proximale de la queue carboxy-terminale liant la clathrine: rouge, elements de la 
portion distale de la queue carboxy-terminale liant AP-2. 




Figure 7. Modele decrivaet les changements conformationnels de I'arrestine lors de 
la liaison a un GPCR active et phosphoryle. 
Quelques changements conformationelles de I'arrestine qui surviennent lors de la liaison a un 
GPCR incluent la perturbation du noyau polaire et le rearrangement des domaines amino- et 
carboxy-terminaux. Ces changements augmentent la liaison au GPCR et permet de reveler les 
sites de liaison a la clathrine et a l'adaptine P2 du complexe AP-2. 
Figure modifiee de Moore, C.A. (2007) 
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3.2.2. Desensibilisation, routage et signalisation independante des 
proteines G 
De fa9on generate, il est reconnu que les GRKs et les arrestines sont responsables 
de 1'orchestration de l'activite des differents GPCRs a trois differents niveaux : 1-la 
desensibilisation de la reponse en permettant le decouplage fonctionnel des recepteurs et 
de leurs proteines G 2-le routage intracellulaire en permettant l'internalisation, le 
recyclage et/ou la degradation des recepteurs et 3- la signalisation independante des 
proteines G. 
3.2.2.1. Decouplage de la proteine heterotrimerique G 
L'activation des GPCRs mene generalement a l'attenuation rapide de la reactivite des 
recepteurs. Ce processus, appele desensibilisation, est la consequence de la combinaison 
de differents mecanismes. Parmi ceux-ci, on retrouve le decouplage des recepteurs de 
leurs proteines G, l'internalisation des GPCRs membranaires vers des compartiments 
intracellulaires et la diminution du pool des GPCRs present dans une cellule causee soit 
par lew degradation par les lysosomes, soit par une diminution des niveaux de leur 
ARNm et de leur traduction (FERGUSON, 2001). 
Le moyen le plus rapide par lequel les GPCRs sont decouples de la proteine G est par la 
phosphorylation par des kinases intracellulaires. II est bien repertorie que plusieurs 
GPCRs peuvent etre phosphoryles par les kinases dependantes des seconds messagers tels 
que la proteine kinase A (PKA) et la proteine kinase C (PKC) (FERGUSON, 2001; 
MARCHESE et al, 2003). II a initialement ete demontre que les effets medies par le 
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P2AR etaient attenues par un processus de phosphorylation. La phosphorylation par la 
PKA diminue la capacite de couplage du P2AR a la proteine G dans un systeme 
reconstitue (BENOVIC et al, 1985; SIBLEY et al, 1984; STRULOVICI et al, 1984). 
Ceci suggere que 1' unique phosphorylation de la portion cytoplasmique des recepteurs 
serait suffisante pour permettre un certain decouplage des GPCRs de leur proteine G 
(BENOVIC et al, 1985; FERGUSON et CARON, 1998). La PKA et la PKC ont la 
capacite de phosphoryler non seulement les GPCRs actives, mais egalement les GPCRs 
qui non pas encore ete exposes a l'agoniste (HAUSDORFF et al, 1989). La 
desensibilisation mediee par les kinases dependantes des seconds messagers est done 
decrite comme une desensibilisation heterologue. 
L'implication des GRKs dans la desensibilisation des GPCRs a ete etudiee intensivement 
au cours des 20 dernieres annees (BENOVIC et al, 1988; PREMONT et 
GAINETDINOV, 2007). Les GRKs phosphorylent specifiquement certains residus serine 
et threonine presents dans la portion carboxy-terminale et/ou dans les boucles 
intracellulaires des GPCRs actives. Les recepteurs actives et phosphoryles deviennent par 
la suite des sites d'ancrage de haute affinite pour les arrestines (SHENOY et 
LEFKOWITZ, 2003). L'interaction des arrestines avec les GPCRs actives et phosphoryles 
entrave steriquement 1'association avec les proteines G, ce qui contribue a la diminution 
de la reponse. Ce type de desensibilisation est specifique aux GPCRs actives et est definie 
comme la desensibilisation homologue. En plus de promouvoir une desensibilisation de la 
reponse d'une fa?on dependante de la phosphorylation telle decrite ci-haut, il a ete 
demontre que GRK2 peut egalement diminuer la reponse cellulaire d'une facon 
independante de la phosphorylation. Ainsi, le domaine amino-terminal de GRK2, 
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possedant une region RGS, est capable de Her et de sequestrer la sous-unite Gaq/n et ainsi 
de diminuer la reponse mediee par les GPCRs couples a Gaq/n (CARMAN et al, 1999). 
Cette inhibition peut etre observee en surexprimant le domaine RGS de GRK2 
uniquement et ne semble done pas dependante de l'activite kinase de GRK2 (CARMAN 
et al., 1999; STERNE-MARR et al., 2004). 
3.2.2.2. Routage intracellulaire des GPCRs 
L'intemalisation a un role fondamental dans la fonction des GPCRs en regulant de 
fa9on temporelle et spatiale leur signalisation (MARCHESE et al, 2008; MOORE et al, 
2007). Bien que l'intemalisation semble etre un mecanisme generalement employe par 
une panoplie de GPCRs, les etudes ont revele une importante diversite dans les patrons 
d'internalisation et dans le routage intracellulaire des GPCRs (MOORE et al, 2007). 
Trois mecanismes generaux sont responsables de l'intemalisation des GPCRs: 1-
internalisation via les puits tapisses de clathrines 2-intemalisation via les caveoles et 3-
intemalisation via certaines vesicules non-tapissees (FERGUSON, 2001; NICHOLS et 
LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2001). 
3.2.2.2.1. Voie dependante des vesicules de clathrines 
La plus courante et la plus etudiee des voies d'internalisation est celle dependante 
des puits et des vesicules de clathrines (WOLFE et TREJO, 2007). Cette voie 
d'internalisation est dependante de deux etapes essentielles, soit la phosphorylation par les 
GRKs et l'interaction subsequente avec les arrestines (Figure 8) (SHENOY et 
LEFKOWITZ, 2003). En fait, l'intemalisation de la majorite des GPCRs semble etre 
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Figure 8. Regulation, du rentage intraeellulatre des GPCRs par 9es GRKs et les 
arrestines. 
La liaison d'un agoniste (asterisque) a un GPCR mene a son activation, au couplage aux 
proteines G et a la transduction du signal (etape 1). Les GRKs phosphorylent ensuite les 
GPCRs actives dans leurs portions intracellulaires ce qui permet l'ancrage de 1'arrestine 
(etape 2). Les complexes GPCR/arrestine sont par la, suite diriges vers les puits de clathrines 
pour etre internalises et diriges vers des compartiments intracellulaires (etape 3). Les 
recepteurs internalises sont par la suite tries (etape 4) pour etre rediriges vers les voies de 
degradation (etape 5a) ou rediriges a la membrane plasmique (etape 5b) dans un processus 
nomme resensibilisation. 
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mediee par les puits de clathrines et dependante des arrestines (REITER et LEFKOWITZ, 
2006). D'un point de vue mecanistique, les arrestines servent d'adaptateurs liant les 
recepteurs actives et phosphoryles par les GRKs aux elements de la machinerie 
d'internalisation comme la clathrine (GOODMAN et al, 1996), la proteine adaptatrice de 
la clathrine AP-2 (LAPORTE et al, 1999) et la petite proteine G Arf6 {ADP-ribosylation 
factor 6) (CLAING et al, 2001) (Figure 8). Une fois cibles dans les puits de clathrines, 
les GPCRs associes aux arrestines sont diriges vers des compartiments intracellulaires. 
Pour ce faire, la vesicule tapissee de clathrine doit se detacher de la membrane plasmique 
sous Taction de la proteine GTPase dynamine (CLAING et al, 2002). Une fois presents 
dans les endosomes intracellulaires, certains GPCRs comme le 02AR sont rediriges vers 
la membrane plasmique par la voie de recyclage (VON ZASTROW et KOBILKA, 1992) 
alors que d'autres GPCRs comme le recepteur opioide 8 (SOR) ou le recepteur V2 de la 
vasopressine (V2R) sont degrades par les lysosomes ou par les proteasomes, 
respectivement (MARTIN et al, 2003; TANOWITZ et VON ZASTROW, 2002). On peut 
distinguer deux classes de GPCRs selon leur avidite a Her l'arrestine (OAKLEY et al, 
2001; OAKLEY et al, 2000). Les recepteurs de classe A1, comme le P2AR, se dissocient 
rapidement de l'arrestine et sont recycles vers la membrane plasmique alors que les 
recepteurs de classe B, comme les recepteurs de l'angiotensine II (ATI) et de la 
vasopressine (V2R), lient fortement l'arrestine et y demeurent associes dans les 
endosomes intracellulaires (Figure 9b). Cette capacite a lier fortement l'arrestine est 
dependante de la presence d'un groupe de serines present dans la portion carboxy-
terminale des GPCRs (OAKLEY et al, 2001). II a ete propose que la phosphorylation de 
1
 Ici, classe A et classe B reTere a la classification des GPCRs selon leur capacity a lier efficacement 
rarrestine ctecrit par Oakley et al. (2001) et non a la classification des GPCRs selon leur homologie de 
s6quence comme d^crit prdc^demment a la section 2.1. 
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Figure 9. Modes d'activation des ERKs par les GPCRs. 
A. Activation des proteines ERKs de facon classique dependante des proteines G. 
B. Activation des ERKs dependante de l'echaffaudage par les arrestines. 
Figure tiree de Lefkowitz R.J. et Shenoy S.K. (2005) 
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ce groupe de serines est responsable de la forte interaction entre ces recepteurs actives et 
les arrestines (OAKLEY et al, 2001). Ainsi, la presence de ce groupe de serines dans la 
portion carboxy-terminale de certains GPCRs pourrait dieter les voies intracellulaires 
empruntees par ces recepteurs une fois actives (ZHANG et al, 1999). 
3.2.2.2.2. Voies alternatives d'internalisation 
Les caveoles represented une voie alternative d'internalisation des GPCRs 
(CHINI et PARENTI, 2004). Les caveoles sont une region specialised de la membrane 
plasmique riche en caveoline (proteine principale des caveoles) et en certains lipides 
comme le cholesterol et les sphingolipides (CHINI et PARENTI, 2004). Certains GPCRs 
sont diriges vers les caveoles en interagissant directement avec la caveoline via un 
domaine d'interaction (OxOxxxxO ou (DxxxxOxx®, ou <& est un residu hydrophobe et x 
est n'importe quel residu) (CHINI et PARENTI, 2004). Ainsi, le recepteur de la 
somatostatine sst2 internalise via les caveoles suite a son activation (MENTLEIN et al, 
2001). A noter egalement que les caveoles sont riches en proteines impliquees dans la 
signalisation des GPCRs comme certaines proteines G heterotrimeriques, la nitric oxide 
synthase (NOS), l'adenylyl cyclase et certains membres de la voie des MAPKs. Le 
ciblage de certains GPCRs vers les caveoles est egalement responsable de l'activation de 
certaines voies de signalisation specifiques (CHINI et PARENTI, 2004; NAVRATIL et 
al, 2003; OSTROM et al, 2000). 
L'utilisation de dominants negatifs des arrestines et/ou de la dynamine a suggere 
l'existence de certaines voies alternatives responsables de l'internalisation des GPCRs 
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actives vers des compartiments intracellulaires. Ainsi certains GPCRs, comme le 
recepteur muscarinique de 1'acetylcholine M2 (M2 mAChR), peuvent interaaliser 
independamment de la presence des arrestines ou de la dynamine et ne semblent pas 
emprunter la voie des caveoles (FERGUSON, 2001; ROSEBERRY et HOSEY, 2001). 
Cependant, ces voies n'ont pas ete caracterisees clairement. 
3.2.2.3. Signalisation independante des proteines G 
Les GPCRs n'interagissent pas uniquement avec les proteines G heterotrimeriques, mais 
egalement avec une panoplie de proteines accessoires nominees GIP (GPCR-interacting 
protein) (BOCKAERT et al, 2004). Ces GIPs sont non seulement impliquees dans la 
regulation du routage intracellulaire des recepteurs, mais egalement dans la formation de 
"receptosomes" (BOCKAERT et al, 2004). Ces "receptosomes", ou complexes 
fonctionnels, servent a controler finement la signalisation specifique des differents 
GPCRs. L'interaction avec les arrestines, suite a la phosphorylation par les GRKs, 
represente le complexe proteique le mieux connu et le mieux caracterise dans la 
fonctionnalite des GPCRs (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). En plus de promouvoir 
l'internalisation des GPCRs, les arrestines servent d'adaptateurs, de proteines 
d'echafaudage et/ou de transducteurs de signal en connectant les recepteurs actives avec 
une multitude de proteines cytoplasmiques (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). Parmi les 
voies dependantes des arrestines, celle menant a 1'activation des proteines ERK1/2, de la 
voie des MAPKs, est la mieux caracterisee (LEFKOWITZ et SHENOY, 2005). Les 
MAPKs sont les elements terminaux d'une cascade d'activation de differentes kinases 
grandement conservees. Cette voie est constituee d'une MAPKKK (comme Raf), une 
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MAPKK (comme MEK) et une MAPK (comme ERK1/2) (LUTTRELL, 2003). Ainsi, les 
GPCRs peuvent activer la voie MAPK par un mecanisme classique, dependant des 
proteines G (Figure 9a), mais egalement par l'entremise des arrestines dont l'activation 
est independante des proteines G (Figure 9b) (CHAREST et al, 2007; LEFKOWITZ et 
SHENOY, 2005; SHENOY et al, 2006; WEI et al, 2003). Les proteines ERKs activees 
via l'echaffaudage des arrestines possedent certaines particularites qui permettent de les 
distinguer des proteines ERKs activees via la voie classique dependante des proteines G 
(REITER et LEFKOWITZ, 2006). L'activation des ERKs par l'arrestine est lente (-5-10 
min avant d'atteindre un maximum), persistante (demi-vie > lh) et confinee dans le 
cytosol. Par contre, l'activation des ERKs via les proteines G est rapide, transitoire, 
sensible aux inhibiteurs des seconds messagers et se distribue jusqu'au noyau, ce qui 
menera a la transcription de genes cibles et a la proliferation (REITER et LEFKOWITZ, 
2006). Ainsi, ces deux voies d'activation des ERKs produisent des reponses 
physiologiques tres differentes. 
Les mecanismes d'activation des ERKs par les GPCRs de classe A et B sont les memes 
c'est-a-dire que les recepteurs de ces deux classes font intervenir une composante proteine 
G-dependante et -independante. Cette derniere peut referer a une activation des ERKs par 
un mecanisme dependant de l'echafaudage des arrestines. Les mecanismes ou encore les 
intervenant impliques (Raf/MEK/arrestines/PKA/PKC) semblent etre les memes pour les 
deux classes de GPCRs. Par contre, la difference reside dans la consequence de cette 
activation. Les recepteurs de la classe B, capables de s'associer longtemps aux arrestines, 
retiennent les pERKs dans le cytosole ce qui diminue l'activite transcriptionnelle de ces 
proteines pour plutot maintenir une activite cytosolique. Le papier le Tohgo et al. illustre 
bien cette difference fonctionnelle entre les recepteurs de classe A (02AR) et B (ATI et 
V2R) (Tohgo et al., 2003). 
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4. RAISONNEMENT THEORIQUE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE 
Les connaissances actuelles demontrent que l'activation d'un GPCR ne cause pas 
uniquement l'activation d'une proteine G heterotrimerique, mais induit aussi une serie 
d'interactions proteiques qui permettent non seulement de desensibiliser la reponse 
dependante de la proteine G, mais aussi d'engendrer une signalisation specifique a chacun 
des GPCRs. Le systeme urotensine II semble implique dans plusieurs pathologies 
humaines comme 1'hypertension, l'insuffisance cardiaque, la fibrose cardiaque, 
l'hypertrophie cardiaque et le developpement de plaques atherosclerotiques. Ainsi, il est 
evident qu'une meilleure comprehension des mecanismes moleculaires de regulation du 
recepteur UT permettra de mieux comprendre les implications cellulaires et 
physiologiques de ce recepteur dans des etats normaux et/ou pathologiques. 
Etant donne que le recepteur UT est capable d'activer plusieurs voies de signalisation 
(PAPADOPOULOS et al, 2008), notre hypothese de travail est que la regulation des 
differentes voies de signalisation mediees par le recepteur UT est dependante de differents 
domaines et motifs de ce recepteur. Afin de verifier cette hypothese nous posons les 
questions suivantes : 
1- Est-ce que l'internalisation du recepteur UT est necessaire a l'activation de certaines 
voies de signalisation? 
2- Est-ce que le residu D972 50 et les residus du motif conserve ERY sont impliques dans 
les mecanismes d'activation et de regulation du recepteur UT? 
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Afin de repondre a ces questions, nous nous sommes fixes les objectifs suivants : 
4.1. Objectif 1 : Caracteriser les mecanismes d'internalisation du 
recepteur UT. 
Les GPCRs activent lews proteines G associees et permettent une transduction de 
signaux a l'interieur de la cellule. Ce mecanisme d'activation des voies de signalisation se fait 
a la membrane plasmique ou la relache des sous-unites a et Py des proteines G 
heterotrimeriques activent differents effecteurs intracellulaires. Par contre, certains GPCRs 
comme le P2AR doivent etre internalises afin de pouvoir activer certaines voies de 
signalisation comme la voie des ERKs (LUTTRELL et al, 1999). Afin de mieux definir 
l'implication de l'internalisation d'UT dans l'activation de ses voies de signalisation, il est 
imperatif de determiner d'abord si UT internalise suite a son activation. Nous avons done 
evalue si le recepteur UT: 1-internalise dans des compartiments intracellulaires 2-a quelle 
vitesse cette internalisation s'effectue 3-par quelle voie cette internalisation s'effectue et 4-
quelle est 1'importance de la queue carboxy-terminale du recepteur UT dans son 
internalisation et sa signalisation. 
4.2. Objectif 2 : Determiner le role du residu conserve D97"3" et des 
residus du motif conserve ERY dans la regulation de I'activite du 
recepteur UT. 
Le recepteur UT fait partie de la classe A des GPCRs. Tres peu d'homologie de 
sequence existe entre les membres de cette classe de recepteur a 1'exception de certains 
residus et motifs cles hautement conserves. La grande conservation de ces residus et motifs 
suggere que ceux-ci ont des roles essentiels dans l'integrite structurelle et fonctionnelle de ces 
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9 SO 
recepteurs. Presque tous les recepteurs de classe A ont un aspartate dans le TMD2 (D97 ) et 
un motif E/DRY, situe a la jonction du TMD3 et de la deuxieme boucle intracellulaire. Ces 
residus ont un role primordial pour maintenir plusieurs GPCRs de la classe A dans leur forme 
inactive via la formation de liens intramoleculaires comme le ionic lock. De plus la 
modulation de ces interactions par l'agoniste permet d'induire une forme active des 
recepteurs (BALLESTEROS et al, 2001; SMIT et al, 2007). Cependant, le role de ces 
residus conserves ne semble pas etre identique chez tous les GPCRs de la classe A (ROVATI 
et al, 2007). Le recepteur UT possede un aspartate dans le TMD2 (D97250) et un motif ERY. 
Nous avons voulu determiner le role de ces residus dans la fonctionnalite du recepteur UT. 
Pour ce faire, nous avons investigue comment la substitution des residus D972 50 et des residus 
E147349, R148350 et Y149351 du motif ERY affecte la liaison de l'urotensine II, la 
signalisation et l'internalisation du recepteur UT. 
RESULTATS 
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Avant propos de Particle 1 
Article 1 
Involvement of a cytoplasmic-tail serine cluster in urotensin II receptor 
internalization. 
Proulx, CD., Simaan, M., Escher, E., Laporte, S.A., Guillemette, G., & Leduc, R. 
Biochem. J. 385: 115-123 (2005) 
Statut: Publie 
Reference: Proulx, CD., Simaan, M, Escher, E., Laporte, SA., Guillemette, G., & 
Leduc, R. (2005). Involvement of a cytoplasmic-tail serine cluster in urotensin II receptor 
internalization. Biochemical Journal. 385(Pt-l): 115-123 
Apport: J'ai genere tous les resultats de ce manuscrit a l'exception des figures de 
microscopie confocale (Figures 2 et 5). J'ai redige la premiere version de ce manuscrit. 
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Resume de 1'article 1 
Afin de permettre leur internalisation suivant leur activation par un agoniste, la majorite 
des GPCRs necessitent la presence de residus specifiques presents dans leur portion 
caroboxy-terminale cytosolique afin d'etablir des interactions avec differentes proteines 
de la machinerie d'internalisation. Dans cet article, nous montrons que le recepteur UT 
internalise suivant son activation et qu'un groupe specifique de serines participe a ce 
processus. Nous avons d'abord observe que le recepteur UT, exprime dans les cellules 
COS-7, internalise suivant son activation par l'UII. Cette sequestration a ete diminuee 
significativement en presence de sucrose ce qui montre que 1'internalisation d'UT se fait 
en partie via les puits tapisses de clathrines. Un fois internalise, le recepteur UT co-
localise avec la P-arrestinel et la P-arrestine2. Dans le but d'evaluer si certaines portions 
specifiques de la queue cytoplasmique d'UT pouvaient etre impliquees dans cette 
internalisation, nous avons construit cinq mutants. Dans quatre de ces constructions, la 
portion carboxy-terminale du recepteur UT fut tronquee a differentes positions (UTA367, 
UTA363, UTA350 et UTA336) et dans un autre mutant, nous avons remplace par des 
alanaines un groupe de quatre serines adjacentes a la position 364-367 (Mut4S). A 
F exception du mutant UTA367, chacun des mutants ont montre une diminution 
significative a etre internalise suivant leur activation par l'UII. Ceci nous a permis de 
reveler F importance du groupe de serines de la queue carboxy-terminale du recepteur UT 
afin que ce dernier puisse etre internalise efficacement. 
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SYNOPSIS 
Most G-protein coupled receptors that undergo agonist-dependent internalization 
require the presence of specific cytoplasmic-tail residues to initiate interactions with 
proteins of the endocytic machinery. Here we show that the urotensin II receptor (UT 
receptor)1 undergoes internalization and that specific serine residues of the receptor's 
cytoplasmic tail participate in this process. We first observed a time-dependent increase in 
internalization of the UT receptor expressed in COS-7 cells following binding of the 
agonist urotensin II. This sequestration was significantly reduced in presence of sucrose 
demonstrating that agonist-activated UT receptor is internalized in part by clathrin-coated 
pits. Moreover, the sequestered receptor was co-localized in endocytic vesicles with 
Parrestinl and Parrestin2. To assess whether specific regions of the receptor's 
cytoplasmic tail were involved in internalization, five UT receptor mutants were 
constructed. Four constructs had the receptor's cytoplasmic tail truncated at various 
positions (UTA367, UTA363, UTA350 and UTA336) and another had four adjacent serine 
residues at positions 364-367 replaced by Ala (Mut4S). Each mutant, except for UTA367, 
demonstrated a significantly reduced internalization rate thereby revealing the importance 
of specific serine residues within UT's cytoplasmic tail for the receptor's ability to 
internalize efficiently. 
Keywords: Urotensin II, urotensin receptor, G-protein coupled receptor, Parrestin, 
internalization, site-directed mutagenesis. 
'Abbreviations: UII, urotensin II; GPCR, G protein-coupled receptor; UT, urotensin II 
receptor; GRK, G protein-coupled receptor kinase; PLC, phospholipase C; GFP, green 
fluorescent protein; TLC, thin layer chromatography. 
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INTRODUCTION 
Urotensin II, a cyclic undecapeptide originally isolated from the caudal 
neurosecretory system of teleost fish [1], has since been identified in many classes of 
vertebrates including human [2]. Studies have shown that urotensin II has potent 
hemodynamic effects acting both as vasodilator [3] as well as vasoconstrictor [4]. 
Urotensin II is the endogenous ligand for the G-protein-coupled receptor (GPCR), 
GPR14 (now called UT receptor) [5]. Urotensin II binds to the UT receptor with high 
affinity, which leads to phospholipase C-dependent production of inositol phosphates [6] 
and increased levels of cytoplasmic Ca2+ [5]. The UT receptor is found in the central 
nervous system and is widely expressed in human tissues, including left atrium and 
ventricle from the heart, smooth muscle cells from the coronary artery and aorta as well as 
in endothelial cells from several vascular beds [2, 7]. Compelling evidence has implicated 
the urotensin II/UT system in the pathophysiology of hypertension, heart failure, in 
cardiac fibrosis and hypertrophy [8]. 
Upon stimulation by agonists, GPCRs transfer information to intracellular second 
messengers via their coupling to heterotrimeric G proteins thereby enabling the activation 
of a diverse variety of effector systems. GPCR function is then regulated by several 
processes, including desensitization, internalization, recycling and down-regulation. Most 
GPCRs exhibit homologous desensitization following prolonged agonist stimulation. 
Agonist-activated receptors are rapidly phosphorylated by G-protein-coupled receptor 
kinases (GRKs) [9], which in turn promote binding of Parrestins. The Parrestins preclude 
receptor/G protein interaction leading to functional uncoupling of G-protein from its 
associated receptor, and to a rapid down-regulation of the receptor's effectors systems. 
The Parrestin/receptor complex is sequestered in clathrin-coated pits thereby facilitating 
endocytosis and eventual targeting towards various intracellular compartments [10]. 
Following internalization in endosomal compartments, some GPCRs such as the P2-
adrenergic receptor [11] recycle toward the plasma membrane while others such as the 
delta opioid receptor [12] or the vasopressin V2 receptor [13] are targeted for proteolysis 
to lysosomes or the proteasome respectively. 
The rat UT receptor belongs to the peptide subfamily of the rhodopsin-like family 
of GPCRs and is comprised of 386 residues. The receptor's cytoplasmic tail possesses 
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serine/threonine residues that are potential phosphorylation sites for various kinases. Our 
goal was to determine whether the UT receptor undergoes internalization following 
binding with the agonist urotensin II and to verify the putative involvement of specific 
residues of the receptor's C-terminal tail in this process. Our results indicate that a 
specific cluster of serine residues in UT's cytoplasmic tail is involved in facilitating 




Bovine serum albumin and bacitracin were from Sigma. The cDNA encoding the 
rat UT receptor (GPR14) subcloned in the mammalian expression vector pcDNA3 was a 
generous gift from Dr. Brian O'Dowd (University of Toronto). Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin and 
oligonucleotide primers were purchased from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, 
MD). FuGENE™-6 and protease inhibitor cocktail was purchased from Roche (Roche 
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Rabbit polyclonal antibodies directed 
against phosphorylated and active forms of p42/p44 MAPK and the Phototope™-HRP 
Detection Kit (ECL) immunodetection system were purchased from New England Biolabs 
(Mississauga, Canada). Urotensin II was synthesised in our laboratory using Fmoc-
protected amino acids and Wang resin. The synthetic peptides were purified to 
homogeneity by reversed-phase high performance liquid chromatography (HPLC) 
separation. Cysteines were protected by Acm groups, which were removed by using 
mercury acetate. Disulfide bond formation was achieved by DMSO oxydation. Purity and 
identities of the peptides were determined by thin layer chromatography and mass 
spectrometry2. 125I-UII (specific radioactivity 400 Ci/mmol)3 was prepared with IODO-
GEN as described by Fraker and Speck [14]. Briefly, 25 ul of 1 mM peptide solution was 
incubated with 20 ug IODO-GEN (Pierce Chemical Co.), 65 ul of 100 mM Borate buffer 
pH 7.8 and 1 mCi of Na125I for 30 min at room temperature. The labeled peptides were 
purified by HPLC on a C-18 column (10 um, Allteck Associates Inc) with 35-45% 
2
 La technique de chromatographic sur couche mince n'est plus utilised dans le laboratoire afin de 
determiner la purete des peptides. Au moment de cette publication, la responsable de la synthese peptidique 
utilisait la TLC afin de determiner quelles etaient les fractions qui ne contenaient qu'un seul point (peptide) 
a la sortie de la colonne preparative suivant la synthese. Cette etape etait utilisde immediatement avant une 
purification sur colonne CI8 analytique. II est inhabituel d'utiliser ajourd'hui la chromatographic sur couche 
mince comme moyen de determiner la purete. La Spectrometrie de masse donne bien sur donne des indices 
sur sur la purete. Toutefois, l'intensite d'un pic produit par ionisation est proportionnelle non seulement a la 
quantite de materiel, mais aussi a la facility d'ionisation du compose 
3
 Suite au marquage du peptide UII par l'iode125, une purification sur HPLC est effectuee afin de separer le 
peptide froid du chaud. Cette etape n'est pas efficace a 100% et une certaine quantite de peptide froid est 
presente dans notre sonde UII-l'25. Par des mesures de dose deplacement et de saturation, il nous est 
possible de calculer l'activite spedfique de notre melange UII-II25/UII froid. Dans le cas de l'UII, cette 
activite spedfique est calcuiee comme etant de 400 Ci/mmol. 
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acetonitrile gradient. The specific radioactivity of the labeled hormones was determined 
by self-displacement and saturation binding analysis. 
PCR mutagenesis 
Mutant UT receptor cDNAs were constructed by oligonucleotide-directed 
mutagenesis (Expand High Fidelity PCR System, Roche) using the rat UT cDNA inserted 
into pcDNA3 (Invitrogen Inc.) as a template. Two sets of forward and reverse 
oligonucleotides were used (Life Technologies Inc.) to introduce stop codons at Gin , 
Ser364, Ser351, and Ser337, to replace Ser364"367 by Alanines. PCR products were subcloned 
using Kpnl and Xbal sites of pcDNA3.1 after digestion by the same restriction enzymes. 
For UT- and Mut4S-green fluorescent protein conjugate (UT-GFP and Mut4S-GFP 
respectively) rat UT and Mut4S cDNA inserted into pcDNA3.1 were amplified and PCR 
products were subcloned using EcoRI and BamHI sites of pEGFP-Nl (BD Biosciences 
Clontech, Mississauga, ON) after digestion by the same restriction enzymes. Mutagenesis 
was confirmed by automated nucleotide sequencing. 
Cell culture and Transfections 
COS-7 and HEK-293 cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM) containing 10% (v/v) fetal bovin serum (FBS), 100 IU/ml penicillin and 100 
|ag/ml streptomycin at 37°C. COS-7 cells were plated at lxlO6 cells per 100 mm culture 
dishes. When cells reached 70 % confluency, they were transfected with 4 ug of plasmid 
DNA and 8 ul of FuGENE™-6 as described by the manufacturer. Transfected cells were 
grown for 48 h before performing binding assays. HEK-293 cells were plated on 22 mm 
coverslips in 6-well plates at a density of 2,5 xlO5 cells. When cells reached 70 % 
confluency, they were transfected with 1 ug of plasmid DNA and 2 ul of FuGENE™-6 as 
described by the manufacturer. Transfected cells were grown for 48 h before collecting 
images on a confocal microscope (Zeiss LSM-510 MET A). Using the UT-GFP construct, 
the efficiency of transfection of COS-7 and HEK-293 cells were found to be 
approximatively 30% and 15% respectively. 
Binding Experiments 
57 
COS-7 cells were grown for 48 h post-transfection in 100 mm culture dishes, 
washed once with PBS, and subjected to one freeze-thaw cycle. Broken cells were then 
gently scraped in washing buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCb), centrifuged at 
2500xg for 15 min at 4°C, and resuspended in binding buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 
mM MgCl2, 0.1% BSA, 0.01% bacitracin). For saturation binding assays, broken cells 
(10-15 ug of protein) were incubated for lh at room temperature in binding buffer 
containing increasing concentrations of 125I-UII (0,15-20 nM) (50 Ci/mmol) in a final 
volume of 0.5 ml. Bound radioactivity was separated from free ligand by filtration 
through GF/C filters pre-soaked for at least 3h in binding buffer. Nonspecific binding was 
measured in the presence of 1 uM unlabeled urotensin II. Receptor-bound radioactivity 
was evaluated by y counting. Kd and Bmax values were evaluated by Scatchard plot 
analysis. Peptide stability was evaluated by TLC and no degradation was observed after 
incubation of the peptide with COS-7 cell membranes for up to 2 hours. 
Measurement of agonist-induced Inositol Phosphate production 
Inositol phosphate accumulation was determined as described [15]. Briefly, COS-
7 cells were seeded in six well plates, transfected, and labeled for 16 h in serum-free, 
inositol-free DMEM containing 10 uCi/ml of [H ]myoinositol (Amersham Pharmacia 
Biotech). Cells were washed twice with PBS 0.1% dextrose and then incubated in 
stimulation buffer (DMEM, 25 mM HEPES, 10 mM LiCl and 0.1% BSA, pH 7.4) for 30 
min at 37°C. Inositol phosphate production was induced with 100 nM urotensin II for 10 
min at 37°C in stimulation buffer. Incubations were terminated by the addition of ice-cold 
perchloric acid (final 5% v/v). Water-soluble inositol phosphates were then extracted with 
an equal volume of the 1:1 mixture of 1,1,2-trichlorotrifluoroethane and tri-w-octylamine. 
The samples were vigorously mixed and centrifuged at 2500 x g for 30 min. The upper 
phase containing inositol phosphates was applied to an AG1-X8 resin column (BioRad). 
Inositol phosphates were sequentially eluted by the addition of an ammonium 
formate/formic acid solution of increasing ionic strength. Fractions containing inositol 
phosphates were collected and measured by a liquid scintillation counter. 
Protein expression and immunoblotting 
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Cells were lysed in SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2.3% SDS, 
10% glycerol, 5% p-mercaptoethanol, 0.005% bromphenol blue, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride) and proteins (40 ug) were separated by SDS-PAGE on 
10% gels. Proteins were detected immunologically following electrotransfer onto 
nitrocellulose membranes. Blots were then incubated with antibodies directed against 
phosphorylated or unphosphorylated forms of p42/p44 MAPK in blocking solution 
overnight at 4°C and then incubated with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit (1:1,000) IgG in blocking solution for 1 h. Blots were visualized by Phototope™-
HRP Detection Kit ECL system. Protein concentrations were measured using a modified 
Lowry procedure with BSA as standard [16]. 
125I-UII Internalization assay 
Internalization was evaluated as previously described [17]. Briefly, transfected 
COS-7 cells were incubated for varying periods of time at 37°C in internalization buffer 
(25 mM HEPES pH 7.4, DMEM, 0.1 % BSA) containing 0.1 nM 125I-UII. Internalization 
was stopped by washing the cells three times with ice-cold PBS. Cells were then 
incubated for 120 min in 1 ml of ice-cold acidic solution (150 mM NaCl, 50 mM acetic 
acid, pH 3). The supernatant containing the acid-released radioactivity was collected for 
analysis. Cells were then solubilized with 0.1 N NaOH and their acid-resistant radioactive 
content was evaluated. Internalization was calculated from the ratio of acid-resistant 
binding to total binding (acid-resistant plus acid-released). Non-specific binding was 
measured in the presence of luM unlabeled urotensin II. 
Confocal microscopy 
HEK 293 cells expressing UT-GFP or Mut4S-GFP and Parrestinl-YFP or 
Parrestin2-YFP were stimulated at 37°C with urotensin II for the indicated period of time 
and then fixed for 15 min at room temperature with a solution of 4% (w/v) 
paraformaldehyde in PBS. Cover slips were mounted with GelTol Aqueous Mounting 
Medium (Immunon). Confocal images were collected on a Zeiss laser-scanning confocal 
microscope (LSM-510 META) using a 63x oil immersion lens. In cells expressing only 
UT-GFP, the fluorescence was visualized in the single-track mode with LASER excitation 
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(488 nm) and emission (LP 505) filter sets. In cells expressing both the GFP and YFP 
fusion proteins, images were collected using the lambda mode. In this mode, the closely 
overlapping emission spectra of the GFP and the YFP were separated to produce cross-
talk-free images of individual fluorescent proteins. Lambda images were unmixed with 
the Zeiss LSM-510 META image processing software using the individual spectra of the 
YFP- and the GFP-expressing proteins as references. 
Data analysis 
Results were collected in triplicate and presented as the mean ± standard deviation 
(SD). Binding curves, binding capacity (Bmax) and Kd values were derived from the Kell 
program (Biosoft, Ferguson, MO), which uses a weighted nonlinear curve-fitting routine. 
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RESULTS 
Characterization of 125I-UII internalization 
To determine whether the UT receptor undergoes agonist-induced internalization, 
we assessed the kinetics of 125I-UII internalization. Fig. 1A shows the time course for 
internalization of 125I-UII in COS-7 cells transiently expressing the UT receptor. During 
incubation at 37°C, the acid-resistant binding of I-UII to the wild-type receptor 
increased to a value representing 31 ± 1,9% of total specific binding within 90 min of 
stimulation. The half time of internalization was 20 min. This uptake of radioactive 
material is consistent with internalization of the hormone/receptor complex. 
To better characterize this process, we evaluated the effect of hyperosmolar 
19S 
sucrose, a known inhibitor of clathrin-mediated endocytosis, on internalization of I-UII. 
COS-7 cells expressing the wild-type UT receptor were pretreated with medium or with 
0.45 M sucrose to block clathrin-mediated internalization before stimulation with 
urotensin II; sucrose was continuously present during the experiment. The kinetics of I-
UII internalization were studied after a 90 min treatment. As shown in Fig. IB, sucrose 
significantly blocked the internalization of 125I-UII in cells expressing the UT receptor 
with a reduction of 65% relative to non-treated cells indicating that receptor-specific 
internalization can be mediated by clathrin-coated vesicles. 
Trafficking of agonist-activated UT receptor 
We used functional UT receptor-green fluorescent protein (UT-GFP) to visualize 
intracellular trafficking of the receptor in transfected HEK-293 cells. UT-GFP has the 
green fluorescent protein in its carboxyl-terminal portion and this modification does not 
affect ligand binding, receptor expression nor the receptor's capacity to activate 
phospholipase C (data not shown). In the absence of agonist (0 min), UT-GFP was 
localized at the plasma membrane (Fig. 2). After a 5 min stimulation of the UT receptor 
with 100 nM urotensin II, we observed a punctate pattern of UT-GFP at the plasma 
membrane. Longer exposure with agonist (15 min), led to the observation that UT-GFP 
was localized within endocytic vesicles. These vesicles, which were first detected within 5 


















Figure 1. Internalization of I-UII by UT-wt in transiently transfected COS-7 cells. 
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Cells expressing wild-type UT receptor were incubated with I-UII (0.2 nM) at 37°C for 
different periods of time (A). Effect of 0.45 M sucrose in internalization was evaluated 
after 90 min (B). Internalization was stopped by washing the cells three times with ice-
cold PBS. Acid-resistant binding was evaluated as indicated in the Experimental section. 
Data are expressed as percent of total binding for each time point and represent mean ± 
standard deviation of triplicate values. Internalization was calculated from the ratio of 
acid-resistant binding to total binding (acid-resistant plus acid-released). Non-specific 
binding was measured in the presence of 1 uM unlabeled urotensin II. These results are 
representative of three independent experiments. 
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Figure 2. Intracellular trafficking of UT-GFP. 
HEK-293 cells were transiently transfected with UT-GFP. Shown are representative 
confocal microscopic images of UT-GFP fluorescence in HEK-293 cells treated with 
agonist for 0, 5, 15 and 45 min at 37°C. Scale bars represent 5um. Experiments were 
repeated three times, with similar results. 
63 
treatment with agonist. These results demonstrate that agonist-activated UT receptor 
internalize to ultimately localize to endocytic vesicles. 
Involvement of carboxyl-terminal tail residues in UT receptor internalization 
To assess whether the cytoplasmic c-terminal tail of the UT receptor plays a role 
in its internalization, we initially constructed three truncation mutants in which the last 23 
(UTA363), 36 (UTA350) and 50 (UTA336) residues were removed (Fig. 3A). These 
truncations removed many potential phosphorylation sites from the cytoplasmic tail; 
amongst these a cluster of four adjacent serines at positions 364-367. To first characterize 
the pharmacological properties of the truncation mutants, binding analysis was performed 
by increasing concentrations of [125I]UII (saturation kinetics) in transiently transfected 
COS-7 cells. We found no significant differences in Kj values (4 nM) between the wild-
type UT receptor and mutated receptors (Table 1). Moreover, binding capacities of both 
wild-type and mutant receptors were similar with values ranging between 0.5 and 1.0 nM. 
These results demonstrate that the cytoplasmic deletions do not affect the receptors' 
affinity toward urotensin II nor do they alter the receptors' capacity at being expressed at 
the cell surface. 
The functional properties of the transiently transfected wild-type and mutant 
receptors were also evaluated by measurement of urotensin II-induced inositol phosphate 
production (Fig. 3B). Cells were incubated for 10 min with 10"7M urotensin II and total IP 
accumulation was measured. In each experiment, receptor densities were assessed by 
binding assay to adjust the IP production with receptor expression. As shown in figure 3B, 
stimulation of COS-7 cells expressing wild-type or mutant receptors with urotensin II 
caused an significant accumulation of total inositol phosphates (between 1.7 and 2.1 fold 
increase above basal level) which demonstrated that cytoplasmic tail deletions did not 
significantly affect the functional properties of the receptors. Another property of the UT 
receptor is its capacity to activate the extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) 
pathway [18]. We measured the effect of c-terminal truncation of UT receptor in ERK1/2 
activation by immunoblotting with antibodies against the phosphorylated, active forms of 
ERK1/2. Addition of urotensin II to mock transfected cells did not induce ERK1/2 
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Figure 3. Functional characterization of UT receptors. 
A. Schematic representation of UT receptor representing full-length (wild-type), 
carboxyl-terminal deletion mutations and point mutations of the UT receptor. Mutant 
cDNAs were ligated into pcDNA3.1 as described in the Experimental section. The 
scheme shown above includes wild-type UT receptor (386 aa), sequentially carboxyl-
terminal-deleted receptors: -19 aa (UTA367); -23 aa (UTA363); -36 aa (UTA350); -50 aa 
(UTA336) and point mutation mutant receptors: serine cluster replaced by alanines 
(Mut4S). B. Inositol phosphate production was evaluated in transfected COS-7 cells with 
wild-type and mutant receptors. Inositol phosphate production was induced with 100 nM 
urotensin II for 10 min at 37°C in stimulation buffer. The phase containing inositol 
phosphates was applied to an AG1-X8 resin column (BioRad). Inositol phosphates were 
sequentially eluted by the addition of an ammonium formate/formic acid solution of 
increasing ionic strength [36]. Fractions containing inositol phosphates were collected and 
counted by a liquid scintillation counter. C. Effect of UT receptor truncation on MAP 
kinase activation. COS-7 cells transiently transfected either with WT or truncated 
receptor were serum-starved overnight and then treated with 10% FBS as positive control 
or 100 nM urotensin II at 37°C for 0 min, 20 min or 1 h in DMEM and lysed. Equal 
amount of protein were resolved by SDS-PAGE. Activated MAPK was identified by 
immunoblotting using phospho-MAPK specific antibody, which labeled 44- and 42-kDa 
bands, ERK1 and ERK2, respectively. Total MAPK was shown to be the same in all 
samples on parallel blots that were probed with antibody against total MAPK. 
Experiments were repeat three times, with similar results. 
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Table 1. Affinities and expression of UT receptors mutants expressed in transiently 
transfected COS-7 cells. 
Saturation-binding studies with membranes expressing wild-type and mutated receptors 
were carried out as described in the Experimental section. Binding capacity (Bmax) and Kd 
values were derived from the Kell program (Biosoft, Ferguson, MO), which uses a 
weighted nonlinear curve-fitting routine. 
Receptor A^(nM) Bmax (nM) 
Wild-Type 4,17 ± 0,51 0,63 ±0,14 
UTA367 4,49 ±0,64 0,49 ±0,17 
UTA363 4,28 ± 0,40 0,55 ± 0,23 
UTA350 4,65 ±0,73 0,53 ± 0,33 
UTA336 4,93 ±1,07 0,68 ± 0,39 
Mut4S 4,71 ±0,16 1,01 ±0,58 
67 
activation (Fig. 3C). However, addition of urotensin II to COS-7 cells transfected with 
wild-type receptor led to a robust activation of ERK1/2 after 20 min and phospho-ERKl/2 
was still observed 1 h following urotensin II addition. Activation of UTA363, UTA350 
and UTA336 gave similar response to wild-type receptor at each time point measured. 
These results demonstrate that mutations in the cytoplasmic tail of the UT receptor do not 
affect its capacity to activate the ERK1/2 pathway. 
We then studied the internalization kinetics of the truncated UT receptors during a 
90 min period. Removal of the last 23 residues from the cytoplasmic tail yielded a mutant 
receptor (UTA363) with significantly impaired internalization kinetics (Fig. 4A). Indeed, 
the maximal acid-resistant binding of 125I-UII to UTA363 was 18 ± 2% within 90 min. 
Removal of the last 23 residues of the cytoplasmic tail of the UT receptor thus reduced its 
internalization by 42% relative to wild-type receptor after 90 min of stimulation (Fig. 4A). 
Removal of either 36 or 50 residues of the cytoplasmic tail had no further effect on the 
internalization rate of UT receptor over UTA363 (Fig. 4A). In order to verify whether 
residual internalization observed with mutant receptor UTA363 was attributable to the 
clathrin-coated vesicles pathway, the kinetics of I-UII internalization was studied after 
90 min stimulation with urotensin II on transiently transfected COS-7 cell expressing 
UTA363 receptor in absence and in presence of 0,45M sucrose. As shown in Fig. 4B, 
sucrose significantly blocked the internalization of I-UII on cells expressing UTA363 
receptor to the same extent than the wild-type receptor indicating that residual receptor-
specific internalization of I-UII is also mediated by clathrin-coated vesicles. These 
results demonstrate that the last 23 residues of the cytoplasmic tail of the UT receptor 
contain determinant(s) that are important for internalization and that residual 
internalization observed with truncated receptors is also dependent on the clathrin-coated 
vesicle pathway. To assess the importance of the serine cluster present in the last 23 
residues of the cytoplasmic tail of UT receptor, we constructed, expressed and evaluated 
the internalization kinetics of UTA367 and Mut4S. These mutations removed all residues 
after the serine cluster or replaced this cluster by alanines from the cytoplasmic tail 
respectively. Binding properties and functional characterization of these mutant receptors 
showed no significant difference when compared to the wild-type receptors (table 1 and 
Fig. 3). As shown in Fig. 4C, deletion of the last 19 residues and replacement of the four 
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Figure 4. Effect of C-terminal truncations on UT receptor internalization. 
A, COS-7 cells expressing wild-type UT receptor (•) , UTA363 (D), UTA350 (A) and 
UTA336 (O) and B, COS-7 cells expressing wild-type UT receptor (• ) , UTA367 (O), 
UTA363 (D) and Mut4S (A) were incubated with 125I-UII (0.2 nM) at 37°C for different 
periods of time. Effect of 0,45 M sucrose on UT-wt and UTA363 was evaluated after 90 
min, C. Internalization was stopped by washing the cells three times with ice-cold PBS. 
Acid-resistant binding was evaluated as indicated in the Experimental section. Data are 
expressed as percent of total binding, for each time point and represent mean ± standard 
deviation of triplicate values. Internalization was calculated from the ratio of acid-
resistant binding to total binding (acid-resistant plus acid-released). Non-specific binding 
was measured in the presence of 1 uM unlabeled urotensin II. These results are 
representative of three independent experiments. 
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adjacent serines by alanines attenuated internalization relative to the wild-type receptor. 
The maximal acid-resistant binding of 125I-UII to UTA367 and Mut4S were of 25 ± 1% 
and 16 ± 1% respectively within 90 min of stimulation. Removal of the serine cluster 
present within the last 23 residues of the cytoplasmic tail of the UT receptor thus reduced 
its internalization by 49 % relative to the native receptor after 90 min of stimulation (Fig. 
4C). These data demonstrate the importance of the four adjacent serines located in the last 
23 residues of the cytoplasmic tail of UT receptor in its internalization but also 
demonstrated that the last 19 residues also have a role in this process. 
Trafficking of Parrestins with agonist-activated wild-type and Mut4S receptors 
We used either functional UT-green fluorescent protein (UT-GFP) or Mut4S-green 
fluorescent protein (Mut4S-GFP) and Parrestinl- or Parrestin2-yellow fluorescent protein 
conjugates (Parrl-YFP, Parr2-YFP) to visualize intracellular trafficking of both receptors 
and the association of Parrestins with the agonist-occupied receptors in transfected HEK-
293 cells. Similar to UT-GFP, Mut4S-GFP has the green fluorescent protein in its 
carboxyl-terminal portion and this modification does not affect ligand binding, receptor 
expression nor the receptor's capacity to activate phospholipase C (data not shown). In the 
absence of agonist (0 min), UT-GFP and Mut4S-GFP were localized at the plasma 
membrane (Fig. 5A and B) while Parrl-YFP and Parr2-YFP were uniformly distributed in 
the cytoplasm of cells, as indicated by the homogeneous Parrl-YFP and Parr2-YFP 
fluorescence. Upon agonist-stimulation (30 min), there was an extensive redistribution of 
cell surface UT-GFP and cytoplasmic Parrl-YFP as well as Parr2-YFP to large 
perinuclear structures (Fig. 5A and B merge). These vesicles, which were first detected 
within 5 min of agonist addition (data not shown), qualitatively grew in size and number 
after 30 min of agonist treatment (Fig. 5A and B). Agonist-activation of Mut4S-GFP also 
promoted the co-localization of mutant receptor with parrl-YFP and Parr2-YFP but in 
smaller vesicles than those observed with the wild-type receptor. Moreover, whereas the 
fluorescence of UT-GFP totally disappeared from the plasma membrane after agonist 
treatment, the fluorescence of the Mut4S-GFP was still detectable after the same period of 
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B UT-GFP (Jarr2-YFP Merge 
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Figure 5. Co-localization of Parrestinl and Parrestin2 to agonist-activated UT or 
Mut4S receptors. 
HEK-293 cells were transiently transfected with either UT-GFP or Mut4S-GFP plus 
either /?-arrestinl-YFP or /?-an-estin2-YFP cDNAs. Shown are representative confocal 
microscopic images of either UT-GFP or Mut4S-GFP and/?-arrestinl-YFP (A) or//-
arrestin2-YFP (B) fluorescence (illustrated as red pseudocolour) in HEK-293 cells treated 
with agonist for 30 min at 37°C. Scale bars represent 5 jum. Experiments were repeated 
three times, with similar results. 
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in larges vesicles after prolonged periods of time following agonist stimulation. Following 
90 minutes of agonist stimulation, UT-GFP is detected with Parr2-YFP in large vesicles 
whereas Mut4S-GFP is still observed in small vesicles (data not shown). This 
demonstrates that in absence of the serine cluster, Mut4S is not found in large vesicles. 
To examine the effect of Parrestin in more detail, COS-7 cells were co-transfected 
with UT or Mut4S receptors and either Parrestinl, Parrestin2 or Parrestin2-381T and 
internalization assays were performed after a time course of agonist exposure (Fig. 6). 
Parrestin2-381T has been shown to exhibit phosphorylation-independent receptor binding 
due to the removal of key regulatory residues [19]. In vitro, this mutant binds to the 
agonist-activated beta2-adrenergic receptor regardless of its phosphorylation status. We 
found that co-expression of Parrestinl, Parrestin2 or Parrestin2-381T increased 
internalization of the UT receptor to the same extent and at each time point. These results 
confirm the importance of Parrestin for internalization of UT receptor. Co-transfection of 
Parrestinl, Parrestin2 or Parrestin2-381T increased Mut4S internalization rate in COS-7 
cells (fig. 6B) demonstrating the implication of Parrestins in Mut4S internalization. 
Interestingly, the phosphorylation-independent Parrestin2-381T increased the 
internalization rate of Mut4S in a more important manner than Parrestinl and Parrestin2 
suggesting that the specific serine cluster present in the carboxyl-terminal tail of UT 
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Figure 6. Effect of overexpression of Parrestinl, Parrestin2 and truncated 
Parrestin2-381T on WT and Mut4S receptor internalization. 
COS-7 cells expressed either wild-type UT receptor (A) or Mut4S (B) alone (0) or co-
expressed Parrestinl (•), Parrestin2 (A) or Parrestin2-381T (x) and were incubated with 
125I-UII (0.2 nM) at 37°C for different periods of time. Internalization was stopped by 
washing the cells three times with ice-cold PBS. Data are expressed as percent of total 
binding for each time point and represent mean ± standard deviation of triplicate values. 
Internalization was calculated from the ratio of acid-resistant binding (internalized) to 
total binding (acid-resistant plus acid-released). Non-specific binding was measured in the 




Agonist activation of G protein-coupled receptors not only initiates the receptor-
mediated signal transduction cascade, but also triggers the activation of cellular 
mechanisms that lead to receptor desensitization and internalization. 
In the present study, we show that urotensin II stimulation promotes the 
internalization of its cognate UT receptor and that this appears to take place via clathrin-
coated pits since hypertonic sucrose, which has been extensively used to block clathrin-
mediated internalization of numerous GPCRs, inhibits this process [20]. However, it has 
been observed, for the M2 muscarinic acetylcholine receptor, that although sucrose 
blocked internalization of the receptor, neither clathrin nor caveolae were shown to be 
involved in this process [21]. We therefore cannot exclude the possibility that UT receptor 
may also internalize by other atypical pathways4. 
We also demonstrate that the maximal internalization percentage obtained after 90 
min of urotensin II stimulation was 31% with a tm of 20 min. These numbers differ from 
those reported for other rhodopsin-like receptors. For example, the maximal 
internalization percentage of angiotensin type 1A receptor is 60% and is reached after 10 
min of stimulation [17]. Internalization percentages of 70% in 20 min, 80% in 10 min and 
90% in 30 min have been observed for the vasopressin V2 receptor [22], neurokinin 1 
receptor [23, 24] and for neurotensin receptor [25] respectively with t\a values for all 
receptors of less than 7 min. Moreover, the internalization kinetics observed with UT 
receptor is correlated with confocal imaging of UT-GFP receptor whereby a punctate 
pattern of fluorescence is observed at the membrane of transfected cells after 5 min of 
agonist stimulation but only after 15 min of activation do we observe fluorescence 
associated with endocytic vesicles. Although overexpression of Parrestinl or Parrestin2 
did lead to a greater extent of receptor internalization, it did not significantly improve the 
4
 Dans la discussion de ma these, je discute de la voie impliquant les cav^oles ou il a €t€ d&nontr6 pour 
certains GPCRs que les cavdoles 6tait une voie employee afin de s^questrer ces r^cepteurs vers des 
compartiments intracellulaires. Pour ce qui est des autres voies atypiques, comme mentionn^ pour le 
rdcepteur M2 muscarinic de 1'acetylcholine, peu d'informations existe sur les m^canismes mol^culaires 
alternatifs d'internalisation. Ces voies sont g6n£ralement sugger^es lorsque la surexpression de dominants 
n^gatifs des arrestines ne semble avoir aucun effet sur l'internalisation d'un GPCR. Certains GPCRs 
seraient capable d'interagir directement avec une des sous-unites du complexe AP-2 via des domaines 
dileucine ou motif de type tyrosine. Des voies alternatives impliquant une interaction avec des prolines 
cytoplasmiques via des domaines PDZ sont egalement sugge>6es. Cependant, ces derniers m^canismes 
demandent encore a etre clairement dermis. 
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ti/2. This relatively slow internalization kinetics of the UT receptor may be explained by 
the receptor being a poor substrate for GRK family members thereby leading to a low 
phosphorylated state and weaker interaction with Parrestins. 
The role of different intracellular domains and residues of GPCRs in triggering 
internalization has been evaluated in several studies using site-directed mutagenesis. For 
some GPCRs such as the p2-adrenergic receptor, deletions within the third intracellular 
loop alters agonist-induced internalization [26]. For the M3 muscarinic acetylcholine 
receptor, mutation of serine- and threonine-rich domains present in either the third 
intracellular loop or the carboxyl-terminal tail of the receptor abolishes agonist-induced 
internalization [27, 28]. Moreover, many examples showing the importance of the 
carboxyl-terminal tail of GPCRs in internalization have been described [29]. Since the 
carboxyl-terminal tail plays a critical role in the agonist-induced regulation of a number of 
GPCRs, we chose in the present study, to investigate the role of this region of the UT 
receptor in agonist-induced internalization. 
We produced and expressed truncated receptors in order to identify which portion 
and/or specific determinants are involved in the internalization process. Our results show 
that deleting up to 50 residues of the cytoplasmic tail (UTA336) did not affect the binding 
capacity or the efficiency with which the receptors were able to translocate to the cell 
surface. The UTA336 mutant was functional in its capacity to activate phospholipase C 
and to activate the extracellular signal-regulated kinase 1/2 pathway (ERK) pathway. The 
mechanisms by which GPCRs control the activity of MAP kinases vary according to 
receptor and cell type but fall broadly into one of three categories: 1) signals initiated by 
classical G protein effectors, e.g., protein kinase PKA and PKC, 2) signals initiated by 
cross-talk between GPCRs and classical receptor tyrosine kinases, e.g., "transactivation" 
of epidermal growth factor-like (EGF) receptors, and 3) signals initiated by direct 
interaction between Parrestins and components of the MAP kinase cascade, e.g., Parrestin 
"scaffolds" [30]. Since deletion of the UT receptor C-tail reduces internalization without 
affecting either PLC or ERK activation and that UT receptor internalization involves 
Parrestin association, this would suggest that ERK activation by UT receptor in COS-7 
cells is mediated by the classical G protein effectors or by transactivation of the EGF 
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receptor and possibly not by parrestin "scaffolds". Additional deletions of the UT receptor 
would be needed to completely address this point. 
Although C-terminal deletions did not affect the functional properties of UT, our 
data indicate that four adjacent serines present in the last portion of the c-tail are involved 
in internalization of the UT receptor. Indeed, removal of the last 23 residues (UTA363) or 
replacement of this cluster by four adjacent alanines (Mut4S) significantly reduced the 
agonist-induced internalization by 49% relative to the wild-type receptor after 90 minutes 
of agonist activation. Removal of 36 and 50 residues from the c-tail, which also removed 
a total of 15 of 17 potential phosphoacceptor sites within this domain, did not further 
affect the internalization rate of the UT receptor over that observed with the UTA363 
receptor suggesting that residues located between positions 336 and 363 do not 
significantly contribute to the internalization process. It also suggests that other regions of 
the receptor probably participate in UT receptor internalization. Mutant UTA367, which 
retains the serine cluster, also internalizes less efficiently then does the wild-type receptor. 
This would suggest that the last 19 residues of the carboxyl-terminal tail contain motifs 
that, although not crucial to, participate in receptor internalization possibly by facilitating 
association of proteins involved in the internalization machinery. 
Following agonist-induced activation of GPCRs, a common mechanism of 
regulation involves kinase-dependent phosphorylation of receptors that uncouples them 
from the heterotrimeric G-protein and promotes a rapid desensitization of signalling [31]. 
Phosphorylated c-tails of GPCRs become good docking sites for Parrestin binding, which 
contributes to keep the receptor uncoupled from the G protein and to target activated 
receptors toward clathrin-coated vesicles for internalization in endosomes. On the basis of 
their interaction with Parrestins and their internalization patterns, GPCRs can be divided 
into two distinct classes [32, 33]. Class A receptors bind Parrestin2 with higher affinity 
than Parrestinl and do not interact with visual arrestin. In contrast, class B receptors bind 
both Parrestin isoforms with similar high affinity and also interact with visual arrestin. In 
the latter case, Parrestin forms a stable complex with receptors that colocalize in 
endocytic vesicles whereas class A-Parrestin complexes dissociate at or near the plasma 
membrane. The ability of class B receptors to bind Parrestin family members with such 
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high affinity appears to be mediated in part by clusters of phosphorylated residues in the 
receptor carboxyl-terminal tail that is absent in class A receptors [32, 34]. 
The UT receptor possesses such a serine cluster located in its c-tail. Moreover, the 
use of a functional UT-GFP and either Parrestinl-YFP or Parrestin2-YFP allowed us to 
show that agonist-activated UT receptors form a stable endocytic complex with Parrestinl 
as well as Parrestin2, and that this complex co-localizes to a considerable number of large 
vesicles classifying UT as a class B receptor. Previous reports have shown how specific 
serine/threonine clustered in c-tails of class B GPCRs serve as the primary site for 
agonist-induced receptor phosphorylation [35]. Without this motif the receptor/parrestin 
interaction is less stable and the agonist-occupied receptor dissociate from Parrestin at or 
near the plasma membrane. Although the fact that UT possesses characteristics of class B 
receptors, replacement of the serine clusters by alanine do not totally abrogate stable 
receptor-Parrestin2 complexe formation. Indeed, in cells transfected with Mut4S, small 
vesicles as opposed to larger ones (for wild-type) containing Parrestins are observed, 
coupled with a basal level of fluorescence indicating presence of the mutant receptor at 
the cell surface. Therefore, Mut4S maintains its ability to associate with parrestinl as well 
as Parrestin2 in intracellular vesicles despite removal of the potentially phosphorylated 
serine cluster docking site, an essential condition for stable receptor/parrestin association 
of other class B GPCRs. This pattern of receptor trafficking is reminiscent of the 
substance P receptor (SPR), whereby removal of all the serine/threonine clusters in the C-
tail still enabled the receptor/arrestin complex to traffick, albeit weakly, into endocytic 
vesicles [35]. 
In view of our results, it is possible that the internalization defect of Mut4S 
revolves around the absence of the phosphorylated serine cluster thereby preventing the 
high affinity interaction between Parrestin and the receptor. The robust and persistent co-
localization of agonist-activated UT-GFP with Parrl-YFP and Parr2-YFP in large 
perinuclear vesicles may highlight a more stable association between the UT receptor and 
Parrestins. However, the Mut4S-GFP receptor, although fully functional, would not allow 
a stable receptor-Parrestin2 association and subsequently would not enable the 
receptor/parrestin complex to be localized to large endosomal vesicles. Moreover, the fact 
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that the overexpression of Parrestinl, Parrestin2 and especially the phosphorylated-
receptor independent Parrestin2 (Parrestin2-381T) all increased the extent of 
internalization of the Mut4S receptor favour this hypothesis. This outcome could be 
explained by the fact that overexpression of Parrestins with Mut4S would compensate for 
the decrease in receptor affinity for Parrestin. 
In summary, we demonstrate that urotensin II stimulation promotes internalization 
of UT receptor. The serine cluster in the c-tail of UT seems be necessary for efficient 
internalization and targeting into large vesicles. 
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Resume de 1' article 2 
Les GPCRs de classe A (avec une homologie avec la rhodopsine) possedent certains 
residus et motifs conserves qui sont importants pour leur activite specifique. Dans cette 
etude, nous avons examine le role du residu Asp97 50 ainsi que des residus Glul4734 , 
Argl48350 et Tyrl49351 du motif ERY sur la fonctionalite du recepteur UT de 
l'urotensine II. Les mutations D97250A, R1483 50A et R1483 50H ont abolient la capacite 
du recepteur UT a activer la phospholipase C alors que les mutations E147349A et 
Y1493 51A ont reduis de 50% la capacite du recepteur a activer la PLC. Aucun des mutants 
n'ont montre d'activite constitutive. Cependant, les mutants R148350A et R148350H ont 
conserve leur capacite a activer les proteines ERK1/2. Cette derniere fut abolie par l'agent 
AG1478, un inhibiteur de l'activite kinase du recepteur a l'EGF. Chacun de ces mutants 
ont conserve la capacite d'activer EGFR ce qui confirme que ces mutants activent la voie 
des MAPKs par un mecanisme independant de l'activation de la proteine Gaq/n, mais 
dependant de l'activation du EGFR. Les mutants D97250A, R148350A et R148350H ne 
sont pas internalises ni ne co-localisent avec la P-arrestine2-GFP suivant leur activation 
par l'agoniste UII. Finalement, l'internalisation induite par l'agoniste du mutant E1473 49A 
s'est averee plus importante que le recepteur de type-sauvage. Cette etude souligne la 
contribution majeure du residu conserve Asp97 dans la fonctionalite du recepteur UT 
et que le residu Arg du motif ERY est un element important afin de determiner si une 
signalisation proteine Gaq/n-dependante ou -independante peut survenir. 
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Abstract 
Class A (rhodopsin-like) G protein-coupled receptors possess conserved residues 
and motifs that are important for their specific activity. In the present study, we examined 
the role of residue Asp97250 as well as residues Glul47349, Argl48350 and Tyrl49351 of 
the ERY motif on the functionality of the urotensin II receptor (UT). Mutations D97 A, 
R1483 50A and R1483 50H abolished the ability of UT to activate phospholipase C, whereas 
mutations E1473 49A and Y1493 51A reduced the ability to activate PLC by 50%. None of 
the mutants exhibited constitutive activity. However, R1483 50A and R1483 50H promoted 
ERK1/2 activation, which was abolished by AG1478, an inhibitor of epidermal growth 
factor receptor (EGFR) tyrosine kinase activity. Both these mutants were capable of 
directly activating EGFR, which confirmed that they activated the MAPK pathway by a 
Gaq/n-independent transactivation of EGFR. The D97250A, R148350A and R148350H 
mutants did not readily internalize and did not promote translocation nor co-localize with 
P-arrestin2-GFP. Lastly, the agonist-induced internalization of the E147349A mutant 
receptor was significantly increased when compared to wild-type receptor. This study 
highlights the major contribution of the conserved Asp residue to the functionality of 
the UT receptor. The Arg residue in the ERY motif of UT is an important structural 
element in signaling crossroads that determine whether Gaq/n-dependent and -
independent events can occur. 
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Introduction 
GPCRs, which make up the largest family of membrane proteins, are coded by 
upwards of 720 genes in the human genome (Wise et al., 2004). Of these, 280 belong to 
family A, which are classified by homology with rhodopsin 
(http://www.iupharbb.org/receptorList/results.php). Class A GPCRs respond to a wide 
array of ligands ranging from photons to large glycoproteins (Bockaert and Pin, 1999). 
More than 25% of clinically marketed drugs currently target class A GPCRs (Overington 
et al., 2006). In view of the broad range of biological functions and the great potential for 
pharmacological intervention, considerable interest has been generated in understanding 
the mechanisms by which GPCRs mediate their effects. 
Overall homology among class A receptors is low and is restricted to a number of 
highly conserved key residues, suggesting that these residues play an essential role in the 
structural and/or functional integrity of these receptors. Most members of the rhodopsin-
like family possess a conserved Asp residue (D ) in transmembrane domain 2 (TMD2) 
and a Glu/Asp-Arg-Tyr (E/D349-R3 50-Y3 51) motif at the junction of TMD3 and the second 
intracellular loop (ICL2). Using different biochemical methods, several groups have 
demonstrated movements between TMD3 and TMD6 when receptors undergo activation 
(Gether et al., 1997). In rhodopsin, the basal inactive state is maintained by an ionic lock, 
where R3'50 and E3'49 form a network of ionic interactions with E6 30 at the cytoplasmic end 
of TMD6 (Palczewski et al., 2000). Protonation of E3'49 in rhodopsin causes the pivoting 
movement between TMD3 and TMD6 and leads to receptor activation (Amis et al., 
1994). Mutations in E349and E630have been shown to promote constitutive activation of a 
number of GPCRs, suggesting that rhodopsin-like GPCRs may have similar activation 
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mechanisms (Ballesteros et al., 2001; Scheer et al., 1996). However, replacement of E349 
does not always lead to constitutive activity (Capra et al., 2004; Chung et al., 2002; Feng 
and Song, 2003). In addition, the crystal structure of the p2-adrenergic receptor indicates 
that in the basal state, the distance between TMD3 and TMD6 is greater in this receptor 
than in rhodopsin, which would not allow interactions between specific residues in these 
domains to occur (Rosenbaum et al., 2007). Discrepancies in the functional effects 
revealed by mutational analyses of these residues in class A GPCRs and those deduced 
from the crystal structure of the p2-adrenergic receptor suggest alternative roles for the 
E/D349 residue and the E/DRY motif in class A GPCRs. For example, based on 
simulations using the aie-adrenergic receptor, Scheer et al. suggested that R in the 
inactive state is constrained in a "polar pocket" formed by residues N150, D250, N749 and 
Y753 (Scheer etal., 1996). 
Urotensin II (UII), a cyclic undecapeptide in human and originally isolated from 
the caudal neurosecretory system of teleost fish, has since been identified in many classes 
of vertebrates, including humans (Douglas et al., 2004). While it is clear that UII 
influences the physiological regulation of mammalian cardiovascular function, early 
studies led to conflicting reports of vasoactive responses, depending on the species or 
tissues studied, with UII acting both as a potent vasodilator (Stirrat et al., 2001) and a 
vasoconstrictor (Douglas et al., 2000). UII is the endogenous ligand for the G protein-
coupled UT receptor (originally called GPR14) (Ames et al., 1999). The UT receptor 
belongs to the class A family of GPCRs. Upon UII binding it functionally couples to 
G<jq/ii thereby promoting phospholipase C activation (Saetrum Opgaard et al., 2000), Ca2+ 
mobilization (Ames et al., 1999) and MAPK activation (Ziltener et al., 2002). UT is found 
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in the central nervous system and is widely expressed in human tissues, including the left 
atrium and ventricle of the heart, smooth muscle cells in the coronary artery and aorta and 
endothelial cells in vascular beds (Douglas et al., 2004). Compelling evidence has 
implicated the urotensin system in the pathophysiology of hypertension, heart failure and 
of cardiac fibrosis and hypertrophy (Douglas et al., 2004). 
9 SO 
Here, we investigate how substitution of the conserved residue D97 in TMD2 
and E147349, R148350 and Y149351 in the ERY motif affects binding, signaling and 
internalization of the UT receptor. Our results demonstrate that Asp plays a critical role 
•j e n 
in the activation of the UT receptor. Mutational analyses of the highly conserved Arg 
reveal that this residue is important in Gaq/n-protein-dependent UT signaling and reveals 
a Gaq/n-protein-independent activation of the mitogen-activated protein kinase pathway 
(MAPK). 
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Materials and Methods 
Materials. Bovine serum albumin and bacitracin were from Sigma-aldrich (Oakville, ON, 
Canada). The cDNA encoding the rat UT receptor (GPR14) subcloned in the mammalian 
expression vector pcDNA3 was a generous gift from Dr. Brian O'Dowd (University of 
Toronto). Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), 
penicillin-streptomycin and oligonucleotide primers were from Gibco Life Technologies 
(Gaithersburg, MD, USA), FuGENE™-6, protease inhibitor cocktail and mouse 
monoclonal anti-myc antibody were from Roche (Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim, Germany), rabbit polyclonal antibodies directed against phosphorylated and 
active forms of p42/p44 MAPK were from New England Biolabs (Mississauga, ON, 
Canada), goat anti-mouse alkaline phosphatase-conjugated antibody was from Invitrogen 
Molecular Probes (Burlington, ON, Canada), anti-EGFR antibodies (sc-03) was from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Bisindolylmaleimide I (BIM), 
AG1478, mouse anti-phosphotyrosine (PY20) antibodies and the phosphatase inhibitor 
cocktail set II were from Calbiochem (San Diego, CA, USA) and urotensin II was from 
Phoenix Pharmaceutical (Belmont, CA, USA). 125I-UII (specific radioactivity 400 
Ci/mmol) was prepared with IODO-GEN as described by Fraker and Speck (Fraker and 
Speck, 1978). Briefly, 25 ul of 1 mM peptide solution was incubated with 20 ug of 
IODO-GEN (Pierce Chemical Co.), 65 ul of 100 mM borate buffer pH 8.5 and 1 mCi of 
Na125I for 30 min at room temperature. The labeled peptides were purified by HPLC on a 
C-18 column (10 um, Allteck Associates Inc.) with a 35-45% acetonitrile gradient. The 
specific radioactivity of the labeled hormones was determined by self-displacement and 
saturation binding analyses. 
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PCR mutagenesis. Mutant UT receptor cDNAs were constructed by oligonucleotide-
directed mutagenesis (Expand High Fidelity PCR System, Roche) using rat mycUT 
cDNA inserted into pcDNA3.1 (Invitrogen) as a template. Two sets of forward and 
reverse oligonucleotides were used to introduce mutations at D97250, E147349, R148350 
and Y1493'51. PCR products were subcloned using Kpnl and Xbal sites of pcDNA3.1 after 
digestion by the same restriction enzymes. Mutagenesis was confirmed by automated 
nucleotide sequencing. 
Cell culture and transfections. COS-7 cells were grown in DMEM containing 10% (v/v) 
fetal bovine serum (FBS), 100 IU/ml of penicillin and 100 ug/ml of streptomycin at 37°C. 
Cells (1.2xl06) were plated in 100-mm culture dishes. When they reached 70% 
confluency, they were transfected with 2 ug of plasmid DNA and 4 ul of FuGENE™-6 
according to the manufacturer's protocol. Transfected cells were grown for 48 h before 
performing binding assays. For confocal microscopy, HEK-293 cells were plated on 12 
mm2 coverslips in 6-well plates at a density of 2.5xl05 cells/well. When cells reached 70 
% confluency, they were transfected with 1 ug of receptor plasmid DNA/0.5 ug of P-
arrestin2-GFP plasmid DNA and 2 ul of FuGENE™-6 according to the manufacturer's 
protocol. Transfected cells were grown for 24 h and images were captured using a 
Fluoview™ FV1000 confocal microscope (Olympus). 
Binding Experiments. COS-7 cells were grown for 48 h post-transfection in 100-mm 
culture dishes, washed once with PBS and subjected to one freeze-thaw cycle. Broken 
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cells were gently scraped in washing buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCb), 
centrifuged at 2500 x g for 15 min at 4°C and resuspended in binding buffer (20 mM Tris-
HCl, pH 7.4, 5 mM MgCl2, 0.1% BSA, 0.01% bacitracin). For saturation binding assays, 
broken cells (10-15 ug of protein) were incubated for 1 h at room temperature in binding 
buffer containing increasing concentrations of 125I-UII (0.15-20 nM) (50 Ci/mmol) in a 
final volume of 0.5 ml. Bound radioactivity was separated from free ligand by filtration 
through GF/C filters pre-soaked for at least lh in binding buffer. Non-specific binding 
was measured in the presence of 1 uM unlabeled urotensin II. Receptor-bound 
radioactivity was evaluated by y counting. Kd and Bmax values were evaluated using 
GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
Peptide stability was evaluated by TLC. No degradation was observed after incubating the 
peptide with COS-7 cell membranes for up to 2 h. 
Measurement of agonist-induced inositol phosphates. Inositol phosphate (IP) 
accumulation was measured as described previously (Lanctot et al., 1999). Briefly, COS-7 
cells were seeded in 6-well plates, transfected and labeled for 16 h in serum-free, inositol-
free DMEM containing 10 uCi/ml of [H3]myo-inositol (Amersham Pharmacia Biotech). 
Cells were washed twice with PBS supplemented with 0.1% dextrose and incubated in 
stimulation buffer (DMEM, 25 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM LiCl and 0.1% BSA) for 30 
min at 37°C. Inositol phosphate production was induced by adding 0.1 uM urotensin II for 
10 min at 37°C in stimulation buffer. Incubations were terminated by the addition of ice-
cold perchloric acid (final 5% v/v). Water-soluble IPs were extracted with an equal 
volume of a 1:1 mixture of 1,1,2-trichlorotrifluoroethane and tri-n-octylamine. The 
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samples were vigorously mixed and centrifuged at 2500 x g for 30 min. The upper phase 
containing the IPs was applied to an AG1-X8 resin column (BioRad). The IPs were 
sequentially eluted with ammonium formate/formic acid solutions of increasing ionic 
strength. Fractions containing IPs were collected and radioactivity was measured using a 
liquid scintillation counter. Parallel plates were used to measure receptor expression and 
IP accumulation levels were adjusted based on receptor expression levels. 
Preparation of cell extracts and immunoblotting. Transfected COS-7 cells in 6-cm 
dishes were starved for 12-18 h in serum-free medium prior to stimulation. Where 
specified, protein kinase C inhibitor bisindolylmaleimide I (BIM) alone or in combination 
with EGFR tyrosine kinase inhibitor AG 1478 was added 30 min before UII. After 
stimulation, the medium was removed and cells were rinsed with ice-cold PBS. Cells were 
then lysed with 150 ul of radioimmunoprecipitation assay buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholic acid, 4 mM EDTA, 0.1% SDS) 
containing protease inhibitor cocktail, 150 mM NaF, 50 mM sodium orthovanadate and 
250 mM P-glycerophosphate. Samples were centrifuged to remove insoluble material and 
protein concentrations were measured by Bradford assay. Proteins (40 \ig) were resolved 
on 10 % Tris/glycine polyacrylamide gels (Invitrogen) and transferred to nitrocellulose 
membranes for immunoblotting. Phosphorylated ERK1/2 and total ERK1/2 were detected 
by immunoblotting with rabbit polyclonal anti-phospho-p44/42 MAPK (1:2000) (Cell 
Signaling, Beverly, MA, USA) andanti-MAP kinase (1:4000) (Upstate Technology Inc., 
Lake Placid, NY, USA) respectively. The antibodies were visualized with donkey anti-
rabbit HRP antibodies (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX) using Western Lightning 
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Chemiluminescence Reagent Plus according to the manufacturer's instructions 
(PerkinElmer Life Sciences). Films were scanned, and band intensities were quantified 
using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA). 
EGFR phosphorylation. Transfected COS-7 cells in 10-cm dishes were starved for 12-18 
h in serum-free medium prior to stimulation. Cells were then stimulated with UII (0.1 uM) 
or EGF (10 nM) for the indicated times, the medium was removed and cells were rinsed 
with ice-cold PBS. Cells were then lysed with 800 ul of lysis buffer (1% Triton X-100, 50 
mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl and 4 mM EDTA) containing a protease inhibitor 
cocktail, a phosphatase inhibitor cocktail, 150 mM NaF, 50 mM sodium orthovanadate 
and 250 uM P-glycerophosphate. Samples were centrifuged to remove insoluble material 
and protein concentrations were measured by Bradford assay. Equal amount of protein 
were immunoprecipitated using anti-EGFR antibodies. Western blots were probed 
sequentially with anti-phosphotyrosine antibody (PY20) and the anti-EGFR antibody. The 
antibodies were visualized with specific secondary HRP antibodies (Bethyl Laboratories, 
Montgomery, TX) using Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus according 
to the manufacturer's instructions (PerkinElmer Life Sciences). Films were scanned and 
band intensities were quantified using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA). 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Receptor internalization was quantified by 
ELISA as described elsewhere (Parent et al., 2001). Briefly, COS-7 cells were seeded at 
1.2 x 106 cells/100-mm dish and transfected with 2 \ig of myc-UT or mutant cDNA in 
combination with 2 \ig pcDNA3.1 or P-arrestin2-GFP cDNA. Twenty-four hours post-
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transfection, cells were transferred into six wells of a 24-well plate. The following day, 
the cells were washed once with PBS and incubated in the presence or the absence of 
0.1 uM UII for 120 min at 37°C in pre-warmed DMEM supplemented with 0.5% BSA 
and 20 mM HEPES, pH 7.4. The medium was then removed, the cells were fixed in 3.7% 
formaldehyde/TBS (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl) for 5 min at room temperature 
and washed three times with TBS. Non-specific binding was blocked by incubating the 
cells in 1% TBS/BSA for 30 min. Anti-myc-specific monoclonal antibody (1:500 in 
TBS/BSA) was then added and the incubation was continued for a further 60 min. Cells 
were then washed three times with TBS, blocked in TBS/BSA for 15 min and incubated 
with alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse (1:1000 in TBS/BSA) for 60 min. 
Cells were then washed three times with TBS. /?-Nitrophenyl-phosphate (250 ul) was 
added and the plates were incubated at 37°C until a yellow color appeared (standardized 
at 45 min). A 100 ul aliquot was collected, neutralized by adding 100 |il of 0.4 N NaOH 
and the absorbance was read at 405 nm using a Titertek Multiskan MCC/340 
spectrophotometer. Cells transfected with pcDNA3.1 alone were used as controls. Results 
are shown as the percentage of cell surface receptor loss, where unstimulated cells 
represent 100% of receptor cell surface expression. To determine the expression levels of 
cell surface receptors, absorbance of unstimulated cells transfected with each receptor was 
measured and expressed as fold absorbance over cells transfected with empty vector. 
Confocal microscopy. HEK-293 cells expressing myc-tagged UT (myc-UT) or mutant 
receptors and P-arrestin2-GFP were stimulated at 37°C with 0.1 uM UII for 30 min. They 
were then fixed for 30 min at room temperature in a solution of 3% (w/v) 
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paraformaldehyde in PBS, permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 10 min and blocked 
with 1% BSA/PBS for 30 min. Cells were then incubated with anti-myc antibodies for 1 h 
at room temperature and then with Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse F(ab')2 
for 1 h. Coverslips were mounted on slides using Vectashield mounting medium (Vector 
Laboratories, Peterborough, U.K.). 
Cells were examined with a scanning confocal microscope (FV1000, Olympus, 
Tokyo, Japan) coupled to an inverted microscope with a PlanApo 60x/l .42 oil immersion 
objective. Specimens were laser-excited at 488 nm (40 mW Argon laser) for GFP and 543 
nm (Helium-Neon laser) for Alexa Fluor 594. To avoid cross-talk between GFP and 
Alexa Fluor 594 fluorescence, readings were recorded sequentially at wavelengths 
ranging from 505 to 530 nm and 580 to 650 nm, respectively. Serial horizontal optical 
sections (1024x1024 pixels) with two-time line averaging were acquired. Olympus 
Fluoview software version 1.6a was used for image acquisition and analysis. The images 
were further processed using Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA, USA). 
Data analysis. Results were collected in triplicate and are presented as means ± standard 
deviation (SD). Binding curves, binding capacity (Bmax) and Kd values were determined 
using GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego CA, USA). 
Statistical significance of the difference was assessed using one-way ANOVA and post-
hoc Dunnetttest. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
97 
Results 
Binding properties of wild-type and mutant UT receptors. To study the involvement 
of D97250, E147349, R1483 50 and Y149351 in the functionality of the UT receptor, we 
mutated the residues to alanine (D97250A, E147349A, R148350A and Y149351A, 
respectively). Another mutant (R148 H), which was based on a reported single 
nucleotide polymorphism (SNP) of the UT receptor (refSNP ID: rsl3305975), was also 
constructed. To facilitate the comparison of residues in TMDs, amino acids were indexed 
according to their positions relative to the most conserved residue in the TMD (designated 
X.50, X being the TMD number) in which they are located (Figure 1) (Ballesteros and 
Weinstein, 1995). 
To characterize the pharmacological properties of all mutants, binding analyses 
using increasing concentrations of 125I-UII (saturation kinetics) in transiently transfected 
COS-7 cells were used to characterize the pharmacological properties of the mutants. 
Table 1 shows that Kd values ranged from 1.4 ± 0.2 nM (E147349A) to 7.9 ± 2.3 nM 
(D97250A) while expression levels ranged from 1.6 to 5.7 pmol/mg protein. ELISA 
analysis confirmed that mutant receptors were expressed at similar levels to those of wild-
type receptor (see table 1). 
D972'50A and R1483'50 mutants abolish inositol phosphate accumulation. To evaluate 
the functional properties of the wild-type and mutant receptors, we tested their capacity to 
activate Gaq/n by measuring Ull-induced inositol phosphates accumulation. As shown in 
figure 2, 0.1 uM UII caused a significant inositol phosphate accumulation in COS-7 cells 
expressing the wild-type UT receptor. However, the effect of UII was significantly 
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Figure 1 
Figure 1. Schematic representation of the rat UT receptor. 
The wild-type UT receptor (386 aa) and mutant receptors (light grey) in which D97 , 
E1473 49, R1483 50 and Y1493 51 were replaced by alanine or histidine (R1483 50H). The 
most conserved residues of each TMD are circled in bold. Residues of the UT receptor 
that are important for UII binding are in dark grey (Boucard et al., 2003; Holleran et al., 
2007) and those that are important for internalization are in black with white lettering 
(Proulx et al, 2005). Putative Asn-glycosylation sites (N29, N33) and the conserved 
disulphide bridge are depicted. 
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Table 1. Affinities and expression levels of UT receptor mutants in transiently 
transfected COS-7 cells. 
aSaturation-binding studies with broken cells expressing wild-type or mutant receptors 
were carried out as described in Material and Methods. Bmax and Kd values were 
determined using GraphPad Prism version 5.00 for Windows. bRelative expression of 
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Figure 2. Inositol phosphate production by the wild-type and mutant receptors. 
Inositol phosphate production was evaluated in COS-7 cells transfected with wild-type or 
mutant receptors. Inositol phosphate production was induced with 0.1 uM UII for 10 min 
at 37°C in stimulation buffer. The incubation was stopped with perchloric acid and 
inositol phosphate levels were measured as described in Materials and Methods. Results 
are the sum of the amounts of inositol bisphosphate, inositol trisphosphate and inositol 
tetrakisphosphate in excess of the basal level and are expressed as mean experimental 
variations of triplicate values. The results are representative of four independent 
experiments. 
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reduced in cells expressing the E147349A and Y149351A mutant receptors. Moreover, 
cells expressing the D97250A or R148350 mutant receptors did not accumulate inositol 
phosphates following UH stimulation. No constitutive activity was observed for any 
receptor tested as measured by inositol phosphate accumulation under basal conditions 
(data not shown). 
R1483'50 mutants can activate the MAPK pathway. UT receptor-mediated signaling 
activates the MAPK pathway, particularly by promoting extracellular-signal-regulated 
kinase 1/2 (ERK1/2) phosphorylation (Proulx et al., 2005; Ziltener et al., 2002). We 
previously reported that deleting specific residues in the carboxy terminus of the UT 
receptor does not affect its ability to activate the ERK1/2 pathway (Proulx et al., 2005). In 
the present study, we measured the effect of D97 and ERY motif mutations on ERK1/2 
activation by immunoblotting with antibodies directed against the phosphorylated active 
forms of ERK1/2 (p-ERKl/2). Addition of 0.1 uM UII to COS-7 cells transiently 
transfected with wild-type UT, E147349A or Y149351A mutant receptors led to a robust 
activation of ERK1/2 after 2 and 30 min (Figure 3a and 3b). The D97250A mutant did not 
activate ERK1/2 following UII stimulation. Interestingly, and unlike their inability to 
activate Gaq m , the R148350A and R148350H mutants were able to activate the MAPK 
pathway, although the temporal pattern of MAPK activation was altered. Indeed, very 
little ERK1/2 activation was observed after 2 min of UII stimulation whereas significant 
activation was detected after 30 min. The E147349A and Y149351A mutants exhibited a 
very slight but statistically significant increase of the basal phosphorylation of ERK1/2 
Figure 3 
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Figure 3. Effect of UT receptor mutations on MAPK activation. 
COS-7 cells transiently transfected with either wild-type or mutant receptors were serum-
starved overnight. They were then treated with 0.1 uM UII at 37°C for 0 min, 2 min or 30 
min in DMEM and lysed. Equal amounts of protein were resolved by SDS/PAGE. A. 
Activated MAPK was identified by immunoblotting using phospho-MAPK specific 
antibody, which labeled the 44 and 42 kDa bands (ERK1 and ERK2 respectively). The 
total amount of MAPK was the same in all samples based on parallel blots probed with 
antibody directly against total MAPK. B. p-ERKl/2 bands were analysed by densitometry 
and presented as fold phosphorylation (mean ± S.E.M. n=3) over UT basal. Statistical 
significance of the difference was assessed using one-way ANOVA and post-hoc Dunnett 
test. * p<0.05, *** p<0.001. # represents statistically significant differences (p<0.05) of 
basal phosphorylation of mutants compared with basal phosphorylation of wild-type UT. 
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that may represent constitutive activity of these mutants towards MAPK activation 
(Figure 3b). 
UT-dependent activation of ERK1/2 involves both PKC and transactivation of the 
EGF receptor. Because the G protein-mediated activity of UII is typically transduced by 
Gaq/n leading to PKC activation, we evaluated the extent of PKC dependence on ERK1/2 
activation in COS-7 cells transfected with the UT receptor. Moreover, EGFR-dependent 
ERK1/2 activation by the UT receptor has been reported in cardiomyocytes (Onan et al., 
2004). To determine the contribution of PKC- and EGFR-dependent mechanisms to 
ERK1/2 activation, cells were pretreated either with 1 uM BIM, a PKC inhibitor, or with 
0.5 uM AG1478, an EGFR kinase inhibitor, or simultaneously with both inhibitors before 
evaluating the temporal pattern of ERK1/2 activation by UII. In untreated COS-7 cells 
transfected with the UT receptor, 0.1 uM UII promoted a specific temporal ERK1/2 
activation pattern (Figure 4a and 4b). Early rapid activation of ERK1/2 was observed at 2-
5 min, peaking at 5 min followed by a slow decrease toward basal levels (30 min). BIM-
mediated PKC inhibition reduced early ERK1/2 activation but did not affect late ERK1/2 
activation (10-30 min). On the other hand, AG1478 reduced ERK activation at each time 
point, but early activation (2-5min) was maintained. The addition of both BIM and 
AG1478 almost entirely abolished the ability of the UT receptor to promote ERK1/2 
phosphorylation, suggesting that the PKC- and EGFR-dependent pathways play a major 
role in ERK1/2 activation by UT. These results suggest that PKC activation and EGFR 
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Figure 4. R148350 mutants promote ERK1/2 activation by transactivation of EGFR. 
COS-7 cells transiently transfected with wild-type receptor (A) or R148 mutants (B) were 
serum-starved overnight. They were then treated with 1 uM BIM and/or 0.5 uM AG1478 
for 30 min, stimulated with 0.1 uM UII at 37°C for the indicated time in DMEM and 
lysed. Equal amounts of protein were resolved by SDS/PAGE. Activated MAPK was 
identified by immunoblotting using phospho-MAPK-specific antibody, which labeled the 
44 and 42 kDa bands (ERK1 and ERK2, respectively). The total amount of MAPK was 
the same in all samples based on parallel blots probed with antibody directed against total 
MAPK. B and D. p-ERKl/2 bands were analysed by densitometry and presented as fold 
phosphorylation (mean ± S.E.M. n=3) over basal as reference. E. COS-7 cells transiently 
transfected with wild-type receptor or R148 mutants were serum-starved overnight. 
They were then stimulated with 0.1 uM UII at 37°C for the indicated time in DMEM and 
lysed. The EGFR was immunoprecipitated from cell extracts and Western blotted using 
antibodies for phosphotyrosine and total EGFR protein. F. p-Tyr-EGFR bands were 
analysed by densitometry and presented as fold phosphorylation (mean ± S.E.M. n=3) 
over basal. Statistical significance of the difference was assessed using one-way ANOVA 
and post-hoc Dunnett test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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receptor activation. They also revealed the important contribution of PKC to Ull-induced 
phosphorylation of ERK1/2 at the early time points. 
R1483-50 mutants transactivate EGFR via a Gaq/n-independent mechanism. To better 
understand how the R1483 50 mutants promoted ERK1/2 phosphorylation, we determined 
the temporal pattern of ERK1/2 activation by R1483 50A and R148350H. Figure 4c and 4d 
show that the R1483 50 mutants promoted ERK1/2 activation but that the activation was 
delayed. This suggests that these mutants, because they are unable to activate the Gaq/n-
PLC pathway, promote ERK1/2 phosphorylation by transactivating EGFR. This is 
supported by the fact that AG1478 entirely abolished Ull-induced ERK1/2 
phosphorylation in cells expressing the R1483 50A and R1483 50H mutants (Figure 4c and 
4d). To confirm that the R1483 50 mutants were able to promote EGFR transactivation, 
COS-7 cells transiently transfected with wild-type UT receptor or R148350 mutant 
constructs were stimulated with UII and lysed. Presence of active tyrosine-phosphorylated 
EGFR was then confirmed with anti-phosphotyrosine antibodies (anti-p-Tyr). Figure 4e 
shows that activated UT receptor, as well as both R1483 50 mutants, promoted the tyrosine 
phosphorylation of EGFR. Moreover, this transactivation was delayed in cells expressing 
the R148350 mutants (figure 4e and 4f). These results suggest that R148350 of the ERY 
motif is essential for the activation of Gaq/n but is not involved in the transactivation of 
EGFR and that the UT receptor activates two independent mechanisms that lead to 
ERK1/2 phosphorylation. 
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Role of D97250, E147349 R148350 and Y149351 in agonist-dependent cell surface 
receptor loss. We previously showed that UT undergoes agonist-induced internalization 
in COS-7 cells (Proulx et al., 2005). Figure 5 shows that a two-hour treatment with 0.1 
uM UII caused a significant 20% loss of cell surface receptors on cells expressing the UT 
receptor. Under the same conditions, the D97 A and both R148 mutant receptors did 
Q C I 
not show any significant loss of cell surface receptors while the Y149 A mutant 
behaved as wild-type receptor. Interestingly, the agonist-induced cell surface loss of 
E149349A receptors increased considerably when compared to wild-type receptor. To 
determine whether this was modulated by arrestins, we co-expressed P-arrestin2-GFP 
with the wild-type and mutant receptors. As shown in figure 5 (black columns), co-
expression of P-arrestin2-GFP increased cell surface receptor loss of the wild-type, the 
E147349A and Y1493 51A mutant receptors by 100%, 54% and 102%, respectively, but did 
not significantly affect the cell surface loss of the D97 A or R148 mutants. 
D972'50 and R1483'50 mutants do not promote P-arrestin translocation. We previously 
reported that activated UT receptors traffic into intracellular vesicles in HEK-293 cells 
and co-localize with either P-arrestin 1-YFP or P-arrestin2-GFP (Proulx et al., 2005). To 
determine whether activated mutant receptors were able to promote P-arrestin 
translocation, we co-expressed myc-tagged wild-type and mutant receptors with 
functional conjugated P-arrestin2-GFP in HEK-293 cells. Under control conditions, UT 
was localized to the plasma membrane (Figures 6a) while P-arrestin2-GFP was uniformly 
distributed in the cell cytosol. After exposure to agonist (30 min), both UT and P-
arrestin2-GFP redistributed to vesicular structures of the cell and UT co-localized with P-
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arrestin2-GFP (Figure 6a, merged images). Under the same experimental conditions, 
D972 50A and R1483 50 mutants were also distributed in the plasma membrane under basal 
conditions, but exposure to UII did not modify their distribution nor the cytosolic 
distribution of P-arrestin2-GFP (Figure 6b). However, E1473 49A and Y1493 51A behaved 
like the wild-type receptor distributing at the plasma membrane under control conditions 
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Figure 5. Agonist-dependent cell surface receptor loss of wild-type and mutant 
receptors. 
COS-7 cells expressing myc-tagged UT or mutant receptors co-transfected with 
pcDNA3.1 or P-arrestin2-GFP were stimulated with 0.1 uM UII for 120 min. Cell surface 
receptor loss was quantified by ELISA as described in Materials and Methods. Mock-
transfected cells were used to determine background. Results are the means ± S.E.M of 
four independent experiments. 
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Figure 6„ Co-localkatiom off p-airresitim2 wltfia agromist-asiivatedl UT amdl mutant 
receptors, 
HEK-293 cells were transiently transfected with either myc-UT (A) or mye-tagged mutant 
receptors (B) together with P-arrestin2-GFP. Shown are representative confocal 
microscopic images of either myc-UT or myc-tagged mutants and p-arrestin2-GFP 
fluorescence in HEK-293 cells treated with agonist for 30 min at 37°C as described in 
Material and Methods. Scale bars equal 5 um. Experiments were repeated three times, 
with similar results. 
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Discussion 
The aim of this study was to determine the role of the conserved residues/motif 
D2'50 and ERY on the functionality of the UT receptor. Five mutants were constructed, all 
of which displayed cell-surface expression levels and binding properties towards the 
natural ligand, UII, that were similar to that of the wild-type receptor, which suggests that 
the mutations did not significantly perturb the overall structure of the receptor. 
Substitution of D250 in TMD2 by alanine in the UT receptor (D97250A) led to a 
receptor that could no longer activate phospholipase C with ensuing lack of inositol 
phosphate production. U-II binding did not promote loss of cell surface of the D972 50A 
receptor nor did it activate the MAPK pathway. D plays a major role in the activation 
of class A GPCRs since mutations of this residue alter the signaling capacity of many 
GPCRs (Bihoreau et al., 1993; Neve et al., 1991). An interaction between D250 and the 
conserved N749 of the NPxxY motif in TMD7 may be important in the activation 
mechanism of GPCRs (Sealfon et al., 1995; Urizar et al., 2005). N749 acts as an on/off 
switch by adopting different orientations in the inactive and active states (Govaerts et al., 
2001; Urizar et al., 2005). In the inactive state, N749 is restrained toward TMD6 while in 
the active state, it likely adopts an orientation favoring an interaction with D (Urizar et 
al., 2005). Altering D2'50 in the UT receptor would abrogate an obligatory interaction with 
N7'49 in TMD7 needed to maintain the active state. Like other class A GPCRs, substituting 
the D2'50 residue in the UT receptor with another amino acid would profoundly affect the 
ability of the receptor to transit from an inactive to an active state upon agonist binding. 
In many GPCRs, including rhodopsin, mutating Glu or Asp in the E/D3 49RY motif 
to either Ala or Asn may eliminate an ionic interaction with R3'50 and increase their 
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- , no functional response; +, functional response, n.d.: not determined. 
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constitutive activity (Alewijnse et al., 2000; Ballesteros et al., 2001; Mhaouty-Kodja et 
al., 1999). However, for some GPCRs, E/D349 substitutions do not induce constitutive 
activation, suggesting that this residue has other roles (Capra et al., 2004; Ohyama et al., 
2002). Using inositol phosphate production as a functional assay, replacing E147349 by 
alanine (E147349A) in the UT receptor did not promote constitutive activation. Thus, a 
putative ionic interaction between E147 and R148350 would not constitute a major 
determinant in maintaining basal state of UT. 
The E147349A mutant exhibited two particular properties. First, activating this 
mutant did not produce a maximal response compared to the wild-type receptor and, 
second, the agonist-dependent cell surface loss was greater than the wild-type receptor. It 
is thus possible that the reduced signaling efficacy of E147349A may be due to structural 
changes in the activated receptor that influence Gaq/n protein coupling and/or that enable 
increased coupling to the internalization machinery thereby increasing its desensitization 
relative to the wild-type receptor. 
As mentioned above, we observed that, following agonist binding, loss at the cell 
surface of the E147349A mutant was greater when compared to the wild-type receptor, a 
process that was improved by overexpressing P-arrestin2 (similar results were obtained 
with P-arrestinl; data not shown), which points to a P-arrestin-dependent internalization 
mechanism. Marion at al. recently proposed a model whereby the proximal 10 residues of 
second intracellular loops, including the E/DRY motif in rhodopsin-like receptors, 
provide binding determinants for P-arrestin recognition (Marion et al., 2006). The highly 
conserved amino acids proline and alanine, which reside six residues at the C-terminus of 
the E/DRY motif, regulate P-arrestin binding and P-arrestin-mediated internalization. It 
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has been suggested that a conformational change directed by the second intracellular loop, 
likely using the loop itself as a binding patch, functions as a switch for transitioning p-
arrestin from its inactive form to its active receptor-binding state. Replacing E14734 in 
the UT receptor may thus influence the orientation of residues of the second intracellular 
loop, which is involved in recognizing P-arrestins and modulating the affinity of the 
activated receptor to P-arrestins. Our results thus suggest that residue E147349 plays an 
important role in the contribution of the second intracellular loop of the UT receptor to the 
internalization of the receptor. However, because our methodology using ELISAs reveals 
loss of cell surface receptors after agonist stimulation, we cannot exclude the possibility 
that trafficking, degradation and recycling processes may affect the overall cell surface 
expression of the E1473 49 mutant. 
An analysis of the activation profile of the MAPK pathway using the wild-type UT 
receptor reveals an early PKC-dependent pathway and an EGFR-dependent pathway that 
are involved in the activation of ERK1/2 in COS-7 cells. These two pathways likely 
mediate the signaling profile of the UT receptor towards ERK1/2 activation since 
inhibiting PKC and EGFR abolished ERK1/2 activation altogether. Substituting the 
conserved residue R148350by alanine or histidine completely abolished the ability of the 
UT receptor to promote Gaq/n activation/inositol phosphate accumulation and abrogated 
the internalization of the receptor in COS-7 cells following UII binding. In HEK-293 
cells, the R148350 mutants did not promote P-arrestine2-GFP translocation or co-
localization to Ull-bound receptors. However, UII binding to R1483 50A and R1483 50H 
mutants induced ERK1/2 activation at later (30 min) but not earlier (2 min) time points. 
This activation was abolished by the addition of AG1478, an EGFR kinase inhibitor. 
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Moreover, stimulated R148 mutants promoted EGFR activation as demonstrated in 
figure 4e and 4f. This suggests that the R148350A and R148350H mutants, which are 
unable to promote the phospholipase C/inositol phosphate/PKC activation cascade, can 
still activate ERK1/2 in a Gaq/n protein-independent manner by transactivation of EGFR. 
ERK1/2 activation by GPCRs involves a complex network of G protein-dependent and -
independent signals (Luttrell, 2003). For example, the angiotensin II type 1A (ATi) 
receptor in HEK 293 cells activates ERK1/2 by distinct pathways, either G protein or 
beta-arrestin dependent (Ahn et al., 2004). Moreover, Gaq/n-independent signaling via 
EGFR transactivation as the main transductional mechanism for ERK1/2 activation has 
also been described for ATi in CHO-K1 and in human coronary artery smooth muscle 
cells (HCSMCs) (Miura et al., 2004). In the case of the UT receptor, the fact that the 
R1483 50 mutants maintained their ability to activate ERK1/2 but were unable to recruit P-
arrestin suggests that ERK1/2 activation is P-arrestin-independent. 
Mutations in the DRY motif of other GPCRs such as the angiotensin II ATi 
receptor overexpressed in the hearts of transgenic mice cause cardiac hypertrophy (Zhai et 
al., 2005) lending weight to the importance of this motif in GPRC function. Also, an 
Arg3 50-to-His mutation in the vasopressin V2 receptor (V2R) has been shown to lead to a 
constitutively phosphorylated receptor (R137HV2R) that associates with P-arrestins and is 
sequestered in intracellular vesicles, thus behaving as a constitutively desensitized 
receptor (Barak et al., 2001). This mutated receptor has been associated with nephrogenic 
diabetes insipidus (Bichet, 1998), with R137HV2R acting as a loss-of-function receptor 
•5 e n 
(Barak et al., 2001). These observations along with our results on the R148 H receptor 
are of particular interest in light of a reported single nucleotide polymorphism (ID: 
117 
rsl3305975) replacing Arg3'50 with His. Whether this polymorphism is linked to or could 
be a marker of a specific pathology still needs to be addressed. 
The urotensin II system has been implicated in the development of 
pathophysiological conditions such as cardiac hypertrophy (Tzanidis et al., 2003), which 
involves EGFR transactivation in cardiomyocytes (Onan et al., 2004). Whether UT 
receptor activation in a normal or mutated genetic background promotes cardiac 
hypertrophy via a Gaq/n-independent mechanism involving EGFR transactivation, as 
observed for the ATi receptor, remains to be confirmed. 
The Y3 51 residue is the least conserved and studied residue of the E/DRY motif, 
with cysteinyl, histidyl and serine residues occurring in some GPCRs. Tyrosine residue 
mutations often do not affect (Gaborik et al., 2001) or only marginally affect (Hawtin, 
2005) receptor function. The substitution of Y with alanine did not significantly alter 
the functionality of the UT receptor and only led to a small decrease in inositol phosphate 
production. 
In light of various analyses of mutations, two roles have been proposed for the 
E/DRY motif in class A GPCRs (Rovati et al., 2007). In a first group of receptors, E/DRY 
would be involved in constraining GPCRs in their inactive ground state. Within this 
group, non-conservative E/D349 mutations induce constitutive activity while R350 
mutations have variable effects on receptor functions. In the second group, the motif 
would be involved in mediating G protein coupling/recognition since E/D3'49 mutations do 
not induce constitutive activity. However, non-conservative E/D mutations have multiple 
effects, indicating that this motif plays an important role in stabilizing the conformation of 
the receptor (Rovati et al., 2007). Moreover, non-conservative R mutations invariably 
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exert strongly disruptive effects on receptor activity and decrease agonist affinity, 
indicating that R3 50 is involved in receptor-G protein-coupling/recognition. In light of 
results obtained in the present study, the ERY motif in the UT receptor can be considered 
a major determinant involved in shifting the receptor to an active conformation following 
urotensin II binding and may thus promote G protein coupling/recognition/activation 
rather than constrain the receptor in its ground state. An in-depth analysis of the ERY 
motif of the UT receptor will be needed to better clarify its role in receptor function. 
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ANNEXE I 
L'activation du recepteur UT cause son intemalisation vers des compartiments 
intracellulaires (PROULX et al, 2005). Cette intemalisation se fait principalement via les 
vesicules tapissees de clathrines et l'activation du recepteur UT promeut egalement la 
translocation des P-arrestinel et P-arrestine2 vers la membrane plasmique. Les arrestines 
colocalisent avec le recepteur UT dans les endosomes intracellulaires ce qui suggere une 
association forte entre les recepteurs actives et ces arrestines. Finalement, nous avons 
montre qu'afin d'etre internalise de facon efficace, le recepteur UT necessitait la presence 
d'un groupe de serines situees dans sa portion carboxy-terminale. Les etudes d'Oakley et 
al. ont montre qu'une association stable entre certains GPCRs et les arrestines etait 
dependante de la phosphorylation d'un groupe de serines/threonines localisees dans la 
partie distale de la queue carboxy-terminale de ces recepteurs (OAKLEY et al, 2001; 
OAKLEY et al, 2000). II a egalement ete suggere que cette association forte entre ces 
GPCRs et les arrestines etait dependante de la phosphorylation de ce motif 
serines/threonines (OAKLEY et al, 2001). Nous avons done determine si l'activation du 
recepteur UT permet sa phosphorylation et egalement determine quelles regions de la 
portion carboxy-terminale du recepteur UT etait phosphorylees. 
Methode 
Experiences de phosphorylation: Les cellules COS-7, cultivees dans des plats de petri 
de 6 cm, ont ete transferees transitoirement avec le recepteur de type sauvage ou chacun 
des recepteurs mutants. Elles ont ensuite ete marquees metaboliquement pendant 4 heures 
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a 37°C dans 3 ml de DMEM sans phosphore inorganique contenant 40 (iCi/ml 32Pj. Apres 
trois lavages avec le tampon KRH (118 mM NaCl, 2.4 mM KC1, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM 
MgCl2, 10 mM glucose, 0.1% (w/v) BSA, 20 mM Hepes, pH 7.4), les cellules ont ete 
incubees dans ce meme tampon (3 ml/petri) pendant 10 min dans un bain d'eau a 37°C. 
L'UII (0.1 uM) a ensuite ete ajoutee et rincubation a ete poursuivie pendant 5 min. Apres 
incubation, les petris ont rapidement ete deposes sur la glace et les cellules ont ete rincees 
trois fois avec du PBS a 4°C. Un volume de 800 ul de tampon de lyse a ete ajoute a 
chacun des petris (1% Triton X-100, 50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 4 mM EDTA). 
Le tampon de lyse contenait aussi un cocktail d'inhibiteurs de proteases, un cocktail 
d'inhibiteurs de phosphatases, 150 mM NaF, 50 mM sodium orthovanadate et 250 mM 0-
glycerophosphate. Apres immunoprecipitation avec 5 u,l d'anti-myc et 40 ul de billes A-
Sepharose, les proteines, possedant un epitope myc en N-terminal, ont ete elues dans le 
tampon SDS pour echantillons (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2.3% SDS, 10% glycerol, 5% 
P-mercaptoethanol, 0.005% bromophdnol bleu) et ont ete resolus sur un gel 10% 
acrylamide Tris/glycine. Les bandes correspondant aux recepteurs marques au P ont ete 
vishalisees par autoradiographic Afin de quantifier la phosphorylation relative des 
recepteurs mutants, les lysats cellulaires ont ete normalises pour un nombre equivalent de 
recepteurs avant 1'immunoprecipitation. L'expression des recepteurs a ete evaluee par des 
essais de liaison avec un ligand radiomarque sur des petris replicas de cellules COS-7 
transfectes transitoirement avec chacun des recepteurs. Les films ont ete numdrises et 




Afin de determiner d'abord si le recepteur subit une phosphorylation induite par la 
liaison de son agoniste, des cellules COS-7 transferees transitoirement ont ete incubees 
avec du 32Pj et exposees a 0.1 uM UII pendant 5 min a 37°C. Le recepteur UT a ete 
immunoprecipite et analyse par SDS-PAGE/autoradiographie. Comme montre a la figure 
10, aucune phosphorylation du recepteur UT n'est detectee dans les conditions controles. 
Comme attendu, l'UII cause une augmentation significative du niveau de phosphorylation 
du recepteur de type sauvage, qui apparait comme une bande diffuse migrant comme une 
glycoproteine avec un Mr entre 50 et 75 kDa. Ceci est en accord avec le Mr du recepteur 
UT demontre precedemment (BOUCARD et ah, 2003). Afin de cibler quels sont les 
parties ou motifs phosphoryles dans la queue carboxy-terminale du recepteur, chacun des 
mutants de deletion et le mutant Mut4S, dans lequel le groupe de serines a ete remplace 
par des alanines (voir (PROULX et ah, 2005)), ont ete analyses de la meme facon. La 
figure 10 montre qu'aucun des mutants n'est phosphoryle" en conditions controles. Apres 
la stimulation des cellules avec l'UII, les differents mutants sont phosphoryles mais a des 
niveaux inferieurs a celui du recepteur de type sauvage. Le niveau de phosphorylation du 
mutant Mut4S correspond a environ 50% du niveau de phosphorylation du recepteur de 
type sauvage (Figure 10b). Le mutant UTA367 est aussi moins phosphoryle que le 
recepteur de type sauvage ce qui suggere que les trois residus serines/threonines presents 
dans le fragment contenant les 19 derniers residus du recepteur sont phosphoryles suite a 
la stimulation avec l'UII. Les serines/theronines de la portion situee entre les residus 
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Ser337 et Leu363 semblent etre egalement phosphorylees. Aucune phosphorylation n'a 
ete observee suite a l'activation du mutant UTA336, ce qui suggere que la quasi-totalite 
de la phosphorylation induite par l'UII se retrouve dans la portion du recepteur contenant 
les 50 derniers residus. Ces resultats montrent que le recepteur UT est phosphoryle lors de 
son activation, que le motif serine de la portion carboxy-terminale du recepteur semble 
etre responsable de 50% de la phosphoryaltion de cette portion du recepteur et finalement 
que Pensemble de la phosphorylation du recepteur reside dans les 50 derniers residus. 
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Figure 10. Phosphorylation induite par l'agoniste du recepteur de type sauvage et 
des differents mutants de deletion. 
Les cellules COS-7 ont ete transfectees transitoirement avec les recepteurs type sauvage et 
mutants porteurs de 1'epitope myc. Apres stimulation des cellules transfectees pour 5 min 
a 37°C avec 0.1 uM UII, les recepteurs ont ete immunoprecipites avec un anticorps anti-
myc de souris et la phosphorylation a ete determinee comme decrit dans les methodes. A. 
Une autoradiographic representative de trois experiences independantes est montree. B. 
Les bandes ont ete analysees par densitometrie et les resultats sont presentes comme la 
phosphorylation induite par la stimulation avec l'UII. La phosphorylation des mutants est 
comparee au recepteur de type sauvage qui est etabli 100% de facon arbitraire. Les 
resultats presentes sont la moyenne de trois experiences independantes. 
DISCUSSION 
Les GPCRs forment la plus importante famille de proteines exprimees chez l^humain avec 
quelques 900 membres. De ce nombre, les GPCRs de la classe A forment la plus 
importante sous-famille de GPCRs, avec pres de 300 membres 
(http://www.iupharbb.org/receptorList/results.php). Un large eventail de ligands de 
differentes tailles, allant de l'ion calcium jusqu'aux grosses glycoproteins, lient et 
activent ces recepteurs afin de reguler finement un grand nombre de processus 
biologiques importants pour maintenir l'homeostasie generate de l'organisme 
(BOCKAERT et PIN, 1999). Par consequent, les GPCRs forment des cibles 
therapeutiques importantes alors que plus de 25% des produits pharmaceutiques vendus 
sous ordonnances ciblent les GPCRs de classe A (OVERINGTON et al, 2006). De facon 
plus specifique, les maladies reliees au systeme cardiovasculaire sont parmi les causes 
principales de mortalite dans le monde occidental 
(http://www.cdc. gov/nchs/FASTATS/deaths.htm). Les GPCRs exprimes dans ce systeme 
representent done des cibles importantes afin de pouvoir intervenir lors de divers troubles 
du systeme cardiovasculaire. II est maintenant clair que l'urotensine II joue un role dans la 
regulation physiologique du systeme cardiovasculaire chez les mammiferes, y compris 
chez l'humain (ZHU et al, 2006). De plus, de nombreux resultats demontrent maintenant 
1'implication du systeme urotensine II dans le ddveloppement de pathophysiologies 
cardiovasculaires chez l'humain (DOUGLAS et al, 2004a). Ceci a done conduit plusieurs 
groupes de recherche a explorer plus a fond les mecanismes de regulation de l'activite" de 
l'UII, le plus puissant vasoconstricteur connu. Dans le cadre des travaux decrits dans cette 
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these, nous avons dirige nos recherches sur les mecanismes moleculaires impliques dans 
la regulation de la signalisation et de la fonctionnalite du recepteur UT. Ainsi, par des 
etudes de mutagenese dirigee, de mesure d'internalisation et des analyses des voies de 
signalisation, nous avons ete les premiers a determiner 1'importance de la portion 
carboxy-terminale dans Pinternalisation du recepteur UT ainsi que du role cle de certains 
residus conserves dans les mecanismes d'activation et de signalisation de ce recepteur. 
Mecanismes d'internalisation et son implication dans la signalisation du 
recepteur UT 
La signalisation d'un GPCR se doit d'etre finement regulee et orchestree afin de 
promouvoir des effets qui lui sont specifiques. Le routage des GPCRs vers des 
compartiments intracellulaires est un mecanisme responsable de l'attenuation de certaines 
voies de signalisation alors qu'il permettra 1'activation de certaines autres voies comme 
celles des MAPKs. Par des mesures d'internalisation du ligand UII marque a l'iode 
radioactif, nous avons ete les premiers a montrer que suite a son activation, UT est 
internalise vers des compartiments intracellulaires. Ce processus a ete confirme avec une 
approche de microscopie confocale en utilisant un recepteur conjugue a la proteine 
fluorescente GFP (PROULX et al., 2005). Cette internalisation se produit principalement 
via les vesicules tapissees de clathrines puisqu'elle est diminuee de 65% en presence de 
0.45 M sucrose. Ces resultats suggerent que le recepteur UT est internalise via les 
vesicules tapissees de clathrines et ceci est tout a fait en accord avec les resultats de 
Giebing et al. qui ont montre que le recepteur UT colocalise avec le recepteur de la 
transferrine, un marqueur reconnu des vesicules de clathrines. Cependant, le sucrose ne 
bloque pas completement 1'internalisation du recepteur UT, ce qui suggere que celui-ci 
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peut internaliser par des voies alternatives. L'homologue de rat du recepteur UT contient, 
dans sa portion proximale de la queue carboxy-terminale, un motif de liaison a la clathrine 
(Figure 1 de 1'introduction) (ONAN et al, 2004a). Les caveoles sont des regions 
specialises de la membrane plasmique ou recepteurs et effecteurs colocalisent. Les 
caveoles sont importantes pour la regulation du routage et de la signalisation de plusieurs 
GPCRs (CHINI et PARENT!, 2004). Parmi les molecules enrichies dans les caveoles et 
impliquees dans la signalisation des GPCRs, on retrouve differents sous-types de 
proteines G heterotrimeriques, c-Src, EGFR et Raf. Ainsi, il n'est pas surprenant de 
constater que l'integrite des caveoles so it importante dans la transactivation du EGFR 
et/ou 1'activation de la voie des MAPKs et ce pour plusieurs recepteurs comme les 
recepteurs ATI (USHIO-FUKAI et al, 2001), ETA et ETB (HUA et al, 2003; TEIXEIRA 
et al, 1999), GnRH (NAVRATIL et al, 2003) ou le recepteur B2 de la bradykinine (JU et 
al, 2000). Le mecanisme de transduction du recepteur UT passe principalement par 
1'activation de la proteine Gaq/n (SAETRUM OPGAARD et al, 2000), mais certaines 
etudes ont egalement montre un couplage a la proteine Gaj/0 pour une signalisation vers la 
voie des ERKs (ZILTENER et al., 2002). Nous avons egalement montre que le recepteur 
UT active la voie des MAPKs par un mecanisme dependant de la proteine Gaq/n et aussi 
par un mecanisme independant de Gaq/n, soit la transactivation du EGFR (PROULX et 
al, 2008). Ces deux mecanismes semblent etre independants l'un de l'autre. Nos resultats 
suggerent l'implication des caveoles dans le routage et/ou la signalisation du recepteur 
UT. D'ailleurs, le recepteur UT possede un motif de liaison a la caveoline (voir Figure 1). 
Jusqu'a present, aucune etude n'a montre d'association entre le recepteur UT et sa 
localisation dans les caveoles. 
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Le ty, d'intemalisation du recepteur UT est de 20 min et son niveau maximal 
d'intemalisation est de 31 % apres 90 minutes de stimulation. L'internalisation du 
recepteur UT se fait relativement lentement par rapport a celle d'autres GPCRs de classe 
A comme le recepteur ATI de l'angiotensine II ou le recepteur V2 de la vasopressine 
(LAPORTE et al, 1996; PFEIFFER et al, 1998). Lors de nos etudes d'intemalisation du 
ligand I-UII, nous avons constate que pour dissocier completement le ligand UII, il faut 
prolonger le lavage acide pour au moins 120 minutes (PROULX et al, 2005). La duree de 
ce lavage acide est passablement plus longue que celle necessaire pour dissocier les 
ligands peptidiques d'autres recepteurs (LAPORTE et al, 1996). La liaison d'UII aux 
recepteurs presents a la surface des myoblastes squelettiques humains a egalement ete 
decrite comme etant resistante a un lavage acide (QI et al., 2005). Des etudes de 
contraction de vaisseaux arteriels par l'UII ont montre que ce peptide produit une 
contraction puissante et prolongee qui persiste meme apres plusieurs heures de lavage 
(CAMARDA et al., 2002). La faible propension du recepteur UT a internaliser, combinee 
a la tres grande force de liaison du ligand UII, qui est quasi-irreversible, pourraient 
expliquer, du moins en partie, la contraction forte et soutenue mediee par le recepteur UT. 
Ainsi, une fois active, le recepteur UT present a la surface des cellules musculaires lisses, 
serait peu internalise done moins efficacement desensibilise et ceci permettrait de 
maintenir une contraction soutenue. 
Nous avons montre que 1'activation du recepteur UT promeut le recrutement des 0-
arrestinel et P-arrestine2 pour ensuite colocaliser avec ces dernieres dans des vesicules 
intracellulaires (PROULX et al, 2005). La colocalisation du recepteur UT et des 
arrestines dans les vesicules intracellulaires est stable et persiste pour une longue periode. 
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L'association des recepteurs de classe B, decrits a la section 3.2.2.2.1., est dependante de 
la presence d'un groupe de serines situees dans la queue carboxy-terminale de ces GPCRs 
(OAKLEY et al, 2001). Ainsi, la phosphorylation de ce groupe de serines par certaines 
GRKs, principalement GRK2 et GRK3, serait necessaire pour maintenir cette forte 
association avec les arrestines. Le remplacement de ce groupe de serines chez plusieurs 
GPCRs de classe B diminue la force d'interaction avec les arrestines (OAKLEY et al, 
2001). L'association forte entre les recepteurs de classe B et les arrestines dicterait leur 
vitesse de recyclage (OAKLEY et al, 2000). En effet, un GPCR est soit rapidement 
recycle, soit maintenu longuement a l'interieur de la cellule avant d'etre recycle par une 
voie lente de recyclage, soit degrade aux lysosomes (OAKLEY et al, 1999). Le recepteur 
UT a la caracteristique particuliere de demeurer longuement associe aux arrestines meme 
si Ton remplace le groupe de serines de sa queue carboxy-terminale par un groupe 
d'alanines (PROULX et al, 2005). Bien que ce groupe de serines soit necessaire pour une 
internalisation efficace du recepteur UT, il ne semble pas obligatoire pour maintenir une 
association soutenue aux arrestines. Cette observation suggere que la forte association aux 
arrestines est modulee par d'autres sites de phosphorylation ou encore dictee par une 
conformation particuliere du recepteur adoptee lors de son activation par l'UII. Ceci 
suggere egalement que suite a son internalisation, le recepteur UT est soit lentement 
recycle vers la membrane plasmique ou encore directement dirige vers les voies de 
degradation. Recemment, Giebing et al. (2005) ont montre que 1'internalisation du 
recepteur UT dans des cellules HEK-293 est arrestine-independante et qu'UT est recycle 
vers la membrane plasmique. lis ont suggere que nos resultats demontrant une 
colocalisation entre le recepteur UT et les arrestines (PROULX et al, 2005) peuvent etre 
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expliques par un phenomene d'homodimerisation des proteines GFP, une propriete qui 
leur sont reconnue. Cependant, nos etudes de colocalisation entre la P-arrestine2-GFP et le 
recepteur myc-UT ont aussi montre une colocalisation entre UT et la P-arrestine2. Nous 
sommes done en mesure de conclure que lors de son activation, le recepteur UT colocalise 
vraiment avec les arrestines (PROULX et al, 2008). De plus, la coexpression des 0-
arrestinel et P-arrestine2 augmente de facon significative l'internalisation du recepteur 
UT ce qui supporte davantage 1'implication des arrestines dans le mecanisme 
d'internalisation du recepteur UT (PROULX et al, 2008; PROULX et al, 2005). Des 
differences dans les mecanismes d'internalisation du recepteur ATI de l'angiotensine II 
ont egalement ete observees. En effet, l'internalisation homologue du recepteur ATI est 
soit dependante ou independante de l'arrestine selon la concentration d'angiotensine II 
utilisee (GABORIK et al, 2001; ZHANG et al, 1996). II est done possible que, de facon 
similaire au recepteur ATI, l'internalisation du recepteur UT soit mediee par differentes 
voies ou mecanismes. Des experiences additionnelles seront necessaires pour clairement 
definir les mecanismes d'internalisation du recepteur UT. 
Les arrestines ne sont pas uniquement responsables de l'internalisation des GPCRs, mais 
sont egalement impliquees dans l'echafaudage de complexes proteiques autour des 
GPCRs afin de promouvoir certaines voies de signalisation. Les arrestines sont 
responsables du recrutement des petites proteines kinases non-receptorielles comme c-Src, 
Hck, Fgr ou Yes et de plusieurs membres de la cascade de la voie des MAPKs (ERK1, 
ERK2, MEK, Raf) ce qui permet d'activer les proteines ERKs (MCDONALD et al, 
2000). La voie classique d'activation des MAPKs par les proteines G est generalement 
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associee a la differentiation et a la proliferation cellulaire (MORRISON et DAVIS, 2003). 
Par contre, 1'activation des MAPKs par les arrestines est associee a des phenomenes 
comme la relache de granules de secretion chez les neutrophiles (CXCR1) (BARLIC et 
al, 2000), a un effet anti-apoptotique lie a l'activation du recepteur NK1 (DEFEA et al, 
2000) ou encore a la motilite cellulaire et la migration mediee par le recepteur CXCR4 
(FONG et al, 2002; SUN et al, 2002). L'activation de la voie des MAPKs est done un 
mecanisme complexe qui necessite une fine regulation afin de produire les effets 
cellulaires desires. Le recepteur UT active la voie des MAPKs, ce qui est responsable 
d'une panoplie de reponses cellulaires aussi bien en situations normales que 
pathologiques (voir section 1.4.). Mieux comprendre les mecanismes d'activation de cette 
voie par le recepteur UT permettra assurement d'etablir comment ce recepteur peut 
moduler l'activite de la voie des MAPKs et ainsi peut-etre mieux comprendre comment 
l'activation de cette voie peut etre impliquee dans le developpement de certaines 
pathologies. Nous avons montre que le remplacement d'une arginine, presente dans le 
-1 e n 
motif hautement conserve du motif ERY, par une alanine ou une histidine (R148J J"A et 
R1483 50H) a produit des recepteurs UT mutants incapables d'activer la proteine Gaq/n, 
incapables d'internaliser et incapables de s'associer aux arrestines (PROULX et al, 
2008). Par contre, ces mutants arginines ont conserve la capacite d'activer les MAPKs, 
par un mecanisme impliquant la transactivation du recepteur a l'EGF et independant de la 
proteine Gaq/n. Ces resultats ont montre que le recepteur UT peut signaler vers la voie des 
MAPKs de deux facons completement independantes. Dans les cellules COS-7, 
l'activation des MAPKs par le recepteur UT semble etre mediee par une voie precoce 
dependante de la PKC et aussi par une voie dependante de la transactivation du EGFR. 
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Ces voies semblent medier l'essentiel de l'activation des MAPKs puisque l'inhibition de 
ces deux voies a pratiquement aboli l'activation des ERK1/2 (PROULX et al, 2008). De 
plus, l'activation de la voie des MAPKs par les mutants arginines (R148350A et 
R148350H) ne necessite pas l'internalisation du recepteur, une etape obligatoire pour 
activer les MAPKs via les arrestines (LUTTRELL et al, 1999). Done, dans les cellules 
COS-7, le recepteur UT ne semble pas necessiter les arrestines pour activer la voie des 
MAPKs. Cependant, l'activation de la voie des MAPKs varie non seulement d'un GPCR 
a 1'autre, mais varie egalement pour un meme recepteur selon le contexte cellulaire 
(LUTTRELL, 2002). II est done fort probable que le recepteur UT utilise l'echafaudage 
des arrestines pour l'activation des ERKs lors d'activites cellulaires comme la migration 
des monocytes (SEGAIN et al, 2007). Cependant, l'implication des arrestines dans la 
signalisation du recepteur UT demeure a etre confirmee. 
Importance de la portion carboxy-terminale du recepteur UT dans son 
internalisation et sa signalisation 
Afin de determiner 1'importance de la portion carboxy-terminale du recepteur UT, 
nous avons produit differents mutants de deletion de cette region du recepteur. Nous 
avons egalement remplace le groupe de serines present dans la portion distale de la queue 
terminale du recepteur par des alanines pour determiner son importance dans la regulation 
de l'activite du recepteur. Le mutant UTA336 est caracterise par le retrait des 50 derniers 
residus de la portion carboxy-terminale d'UT. Des etudes de fonctionalite ont montre que 
cette importante portion du recepteur n'etait pas impliquee dans le couplage et l'activation 
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de la proteine Gaq/n (PROULX et al, 2005). La deletion de cette portion de recepteur n'a 
egalement pas influence la capacite du recepteur a activer les proteines ERK1/2. Le 
couplage des GPCRs a leur proteine G est generalement via leurs boucles intracellulaires 
2 et 3 alors que la boucle intracellulaire 1 et la portion carboxy-terminale sont rarement 
responsables de ce couplage (OLDHAM et HAMM, 2008). II n'est done pas etonnant 
d'observer que la deletion de la portion terminale du recepteur UT n'a pas eu d'influence 
sur la signalisation proteine G-dependante. 
Comme mentionne precedemment, le recepteur UT a besoin du groupe de serines de la 
portion carboxy-terminale afin d'etre internalise efficacement (PROULX et al, 2005). La 
deletion des 50 derniers residus de la portion carboxy-terminale du recepteur n'a pas 
altere davantage l'internalisation du recepteur que le simple remplacement du groupe de 
serine. Ceci suggere que le groupe de serines est le motif principal des 50 derniers residus 
implique dans l'internalisation du recepteur UT (PROULX et al, 2005). La chose 
etonnante observee ici, par l'utilisation du mutant Mut4S, est la propriete de toujours 
demeurer associe aux arrestines une fois internalise dans les vesicules intracellulaires. II a 
ete montre chez plusieurs autres GPCRs que 1'association forte entre les recepteurs et les 
arrestines etait dependante de ce groupe de serines/threonines et le remplacement de ce 
motif empechait cette association stable qui persiste dans les vesicules intracellulaires 
(OAKLEY et al, 2001). Des etudes preliminaires de phosphorylation avec le recepteur 
UT montrent, bien que le groupe de serines soit necessaire afin d'etre pleinement 
phosphoryle lors de son activation, que d'autres serines et threonines de la portion 
terminale du recepteur sont egalement phosphorylees (Figure 10). Ceci suggere que 
d'autres sites de phosphorylation pourraient etre responsables de l'association stable avec 
139 
les arrestines. Cependant, nos etudes de phosphorylation montrent que la totalite de la 
phosphorylation du recepteur UT reside dans les 50 derniers residus puisque 1'activation 
du mutant UTA336 n'a montre aucune phosphorylation du recepteur. Comme ce mutant 
internalise de facon equivalente au mutant Mut4S, il est probable que l'association stable 
entre le recepteur UT et les arrestines soit plutot dependante d'une conformation active du 
recepteur plutot que d'un etat phosphoryle de celui-ci, bien que cette phosphorylation soit 
requise afin de promouvoir une internalisation pleinement efficace du recepteur. Plusieurs 
etudes, notamment avec la rhodopsine, ont montre que pour obtenir une association forte 
entre un GPCR et une arrestine, le GPCR doit etre sous une forme active et aussi dans un 
etat phosphoryle (GUREVICH et GUREVICH, 2006). Marion et al. (2006) ont 
recemment propose un modele ou les dix residus proximaux de la deuxieme boucle 
intracellulaire, comprenant le motif conserve E/DRY, fournissent les elements 
responsables de la reconnaissance et de la liaison aux arrestines (MARION et al, 2006). 
II a ete propose que les changements conformationnels de la deuxieme boucle 
intracellulaire, lors de 1'activation des recepteurs, agissent comme un interrupteur 
responsable de la transition de l'etat inactif a l'etat actif de l'arrestine qui ainsi s'associe 
aux recepteurs. De facon interessante, le remplacement du residu E147349, du motif ERY 
du recepteur UT, par une alanine (mutant E1473 A) a significativement ameliore son 
internalisation (PROULX et al, 2008). Le remplacement du residu E147349 par une 
alanine pourrait done influencer 1'orientation des residus de la deuxieme boucle 
intracellulaire du recepteur UT et ainsi permettre une reconnaissance des arrestines et une 
augmentation d'affinite pour celles-ci. Nos resultats suggerent done que l'association 
entre le recepteur UT et les arrestines serait plutot dependante d'un etat actif du recepteur, 
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vraisemblablement via la modulation de l'orientation de la deuxieme boucle 
intracellulaire. Les arrestines ont la propriete d'interagir avec une panoplie de proteines 
cytoplasmiques (SHENOY et LEFKOWITZ, 2003). En interagissant avec plusieurs 
proteines simultanement done en agissant comme proteine d'echafaudage, les arrestines 
peuvent orchestrer la signalisation dans le temps et l'espace et permettent de localiser 
specifiquement certains effecteurs dans differents compartiments cellulaires ou reside 
differentes proteines cibles. Les recepteurs lies aux arrestines servent done de proteines 
d'echafaudage pour les membres de la voie des MAPKs (LUTTRELL, 2003; 
MCDONALD et al, 2000), la phosphatase MKP7 (WILLOUGHBY et COLLINS, 2005), 
la proteine AKT et la serine/threonine phosphatase PP2A (BEAULIEU et al., 2005) pour 
ne nommer que quelques exemples. L'activation du recepteur UT promeut une 
colocalisation persistante avec les arrestines suggerant une association stable entre ces 
proteines. II reste a clarifier si cette association est impliquee dans la signalisation du 
recepteur UT. Selon toute vraisemblance, Pimplication des arrestines dans les 
mecanismes de signalisation intracellulaire du recepteur UT pourrait avoir une grande 
signification d'un point de vue physiologique. 
Analyse mutationnelle du residu conserve Asp972'50 et des residus du 
motif ERY 
Parmi les GPCRs de classe A, il existe tres peu d'homologie de sequence mis a 
part la conservation de quelques residus et motifs tres conserves. Ces residus et motifs ont 
done vraisemblablement des roles importants dans le maintien d'une forme inactive ou 
encore dans l'etablissement de formes actives des GPCRs (SMIT et al., 2007). Afin 
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d'eclaircir le role joue par les residus D97250 et E147349, R148350 et Y149351 dans la 
fonctionalite du recepteur UT, nous avons mute chacun de ces residus par un alanine, un 
residu non-charge. La recherche de polymorphismes ponctuels pour le recepteur UT nous 
a permis de constater qu'il existe une mutation, presente chez l'humain, ou l'arginine du 
motif ERY est remplacee par une histidine. Une mutation similaire chez le recepteur V2 
de la vasopressine est observee chez certains patients souffrant de diabete insipide 
(BICHET et al, 1998). II a ete montre que cette mutation produit un recepteur V2 
constitutivement phosphoryle et internalise vers les compartiments intracellulaires et done 
inaccesible a la vasopressine (BARAK et al, 2001). Nous avons done remplace le residu 
arginine du motif ERY par une histidine et determine sa fonctionnalite afin de voir 
comment ce polymorphisme pouvait se manifester chez les individus ayant cette mutation. 
Le modele dominant actuel explicant le role joue par le motif E/DRY fait intervenir la 
modulation d'un ionic lock ou le residu R3 50 forme des interactions ioniques avec les 
residus E3 49 et E6'30 ce qui limite le mouvement de la portion cytoplasmique des TMD3 et 
TMD6. Le bris de ce lien ionique, lors de l'activation des recepteurs, permet le 
mouvement des TMD3 et TMD6 et permet l'ouverture de la portion cytoplasmique des 
recepteurs, ce qui fournit un site de liaison pour la proteine G et permet son activation 
(BALLESTEROS et al, 2001). Parmi les evidences supportant ce mecanisme d'activation 
des GPCRs de classe A, la mutation des residus E3 49 et/ou E ° produit des recepteurs 
constitutivement actifs, done capables de lier et d'activer la proteine G sans activation par 
un agoniste. Deux constatations nous permettent d'affirmer que ce modele d'activation ne 
convient pas au recepteur UT. D'abord, le recepteur UT ne possede pas de residu 
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glutamate dans sa troisieme boucle intracellulaire (E630), mais plutot une asparagine. 
Deuxiemement, le remplacement du residu E 4 par une alanine n'a pas mene a de 
l'activite constitutive (PROULX et al, 2008). Un modele d'activation altematif a ete 
propose par Scheer et al. (1996) ou, dans la forme inactive du recepteur, la R est 
contrainte dans une pochette polaire formee par les residus N1'50, D250, N749 et Y753 
(SCHEER et al, 1996). Ainsi pour le recepteur UT, la contrepartie ionique de la R 
serait la D250 et l'interaction entre ces deux residus serait brisee lors de l'activation du 
recepteur. La liberation de la R3'50 permettrait ainsi l'isomerisation de la deuxieme boucle 
intracellulaire et le couplage et l'activation de la proteine G. 
La mutation du residu arginine, du motif ERY du recepteur UT, nous a mis en lumiere 
une signalisation biaisee du recepteur UT. La mutation de ce residu a completement aboli 
la capacite du recepteur UT a activer la proteine Gaq/n en plus de completement abolir la 
capacite du recepteur a internaliser et a promouvoir une translocation de la P-arrestine2-
GFP vers la membrane plasmique. Cependant, les mutants R148 A et R148 H ont 
demontre une capacite a transactiver le EGFR et a signaler vers la voie des MAPKs 
(PROULX et al., 2008). Le remplacement de ce residu arginine conserve, le residu le plus 
conserve chez les recepteurs de la classe A (SMIT et al., 2007), a done grandement limite 
les changements conformationnels du recepteur induits par la liaison de son agoniste, 
mais certains changements conformationnels demeurent afin de permettre une 
transactivation de l'EGFR. Dans la structure du recepteur UT, il semble done y avoir 
certains domaines, independants l'un de l'autre, qui permettent d'activer certains 
effecteurs intracellulaires de facon completement independante, e'est ce que Ton designe 
une signalisation biaisee ou de la selectivity fonctionnelle (MAILMAN, 2007). Ce type de 
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signalisation est grandement etudie chez les GPCRs. II est maintenant reconnu que 
l'activation des GPCRs par un agoniste n'est pas un phenomene rigide, mais plutot un 
phenomene tres plastique comme le montre nos resultats et potentiellement modulable par 
certains agonistes (BAKER et HILL, 2007; KOBILKA et DEUPI, 2007). Ce dernier point 
est au centre d'une multitude d'etudes qui ont pour but ultime de moduler l'activite des 
recepteurs avec certaines interventions pharmacologiques qui produiront des effets tres 
specifiques et qui diminueront ainsi les effets secondaires associes a la plupart des 
medicaments utilises actuellement (BOSIER et HERMANS, 2007; KENAKIN, 2007; 
MAILMAN, 2007). 
Le mutant R1483 50H est, selon toute vraisemblance, retrouve chez certains individus de la 
population humaine. Quelle est la consequence de l'expression d'un recepteur UT mute a 
ce residu arginine? Ce mutant est d'abord relie a une activation du EGFR qui mene a 
l'activation de la voie des MAPKs. Le groupe de Thomas a montre que l'activation du 
recepteur UT, surexprime dans des cardiomyocytes, causait Phypertrophic cellulaire, 
phenomene dependant de la transactivation du EGFR et de l'activation de la voie des 
MAPKs (ONAN et al, 2004b). L'UII et le recepteur UT sont tous deux exprimes au 
niveau du cceur et leur expression est augmentee dans diverses pathologies cardiaques 
(DOUGLAS et al, 2002; ZHANG et al, 2002; ZHOU et al., 2003). Certaines etudes ont 
correle le systeme urotensine II et le developpement de 1'hypertrophic cardiaque chez 
l'humain (TZANIDIS et al, 2003). II est done possible que l'activation d'un recepteur 
UT-R148350H soit responsable du developpement de l'hypertrophie cardiaque via 
l'activation du EGFR. De plus, ce mutant n'internalise pas, ce qui suggere qu'il est peu ou 
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pas desensibilise et done que ses effets persisteraient et seraient ainsi amplifies. La 
surexpression de ce recepteur mutant dans des cardiomyocytes permettrait de verifier cet 
hypothetique effet hypertrophique dans un contexte plus physiologique. 
Directions futures 
Les resultats obtenus durant mes etudes graduees ont permis de faire la lumiere sur 
quelques mecanismes de regulation du recepteur UT. Ge recepteur, tout recemment 
decouvert, n'a pratiquement pas ete etudie d'un point de vue moleculaire. Comme la 
regulation cellulaire de l'activite d'un recepteur est la base d'une regulation plus 
physiologique, il est evident qu'il est important de poursuivre la caracterisation 
moleculaire du recepteur UT. 
Comme decrit precedemment, bien que le recepteur UT soit internalise par un mecanisme 
dependant des puits de clathrines, 1'ensemble de cette interaalisation semble faire 
intervenir d'autres voies menant au retrait des recepteurs de la membrane plasmique. II 
serait important de determiner si les caveoles ont un role a jouer dans l'internalisation ou 
le routage du recepteur UT car l'echafaudage de complexes proteiques s'effectue dans 
cette region specialised de la membrane plasmique. La localisation du recepteur UT dans 
les caveoles pourrait etre responsable de la transactivation du recepteur a l'EGF ou encore 
de l'activation de la eNOS. 
Une caracteristique importante observee dans nos etudes est 1'interaction forte et stable du 
recepteur UT active avec les arrestines. L'interaction GPCR-arrestine est importante pour 
l'activation des differentes voies de signalisation. Done il serait important de verifier si les 
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arrestines sont responsables de l'echafaudage de complexes proteiques autour du 
recepteur UT et si de tels complexes peuvent moduler les reponses cellulaires. Comment 
est regulee 1'interaction stable avec les arrestines? Nous avons montre que cette 
interaction ne semblait pas etre modulee de fa9on importante par la phosphoryation du 
recepteur UT. Done quel motif ou encore quelle conformation active du recepteur peut 
favoriser cette interaction? Nos resultats obtenus avec l'approche de mutagenese du motif 
ERY semblent suggerer 1'implication probable de la deuxieme boucle intracellulaire du 
recepteur UT dans cette association. L'etude de Marion et al a egalement souligne 
l'importance d'un residu proline dans la deuxieme boucle des recepteurs P-adrenergique 
et serotoninergique pour leur association avec les arrestines (MARION et al, 2006). Le 
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recepteur UT possede aussi une proline dans sa deuxieme boucle intracellulaire (Pro ) et 
cette proline pourrait done faire partie d'un motif de liaison a l'arrestine. 
Comment les mutants arginines transactivent le EGFR? Le groupe de Ullrich a ete le 
premier a demontrer que l'activation d'un GPCR pouvait mener a l'activation du EGFR 
par un mecanisme qu'ils ont decrit "transactivation" (DAUB et al, 1996). Dans un 
premier cas, l'activation d'un GPCR peut mener a l'activation de metalloproteases de la 
famille des ADAMs (a desintegrin and metalloprotease). Les ADAMs sont ancrees dans 
la membrane plasmique et elles pourraient cliver la forme latente du HB-EGF (Heparin-
binding-EGF), elle aussi ancree dans la membrane plasmique. Ce clivage relache la forme 
active du EGF qui peut par la suite Her et activer le EGFR (ASAKURA et al, 2002; 
PIERCE et al, 2001). Les details de l'activation des metalloproteases ne sont pas 
clairement connus, mais pourraient impliquer la relache des sous-unites Py des proteines 
Gai/o heterotrimeriques. Dans un deuxieme cas, un GPCR peut mener a l'activation du 
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EGFR par un mecanisme impliquant sa phosphorylation via la proteine kinase non 
receptorielle Src (BISCARDI et al, 1999). Src peut done phosphoryler et activer le EGFR 
ce qui mene a 1'activation de la cascade de la MAPK. II a ete montre que le P3AR active 
les ERKs par un mecanisme necessitant 1'interaction directe de Src avec la portion C-
terminale du recepteur. Cette association est dependante de la presence du motif PxxP du 
P3 AR. Le recepteur UT possede aussi un motif PxxP dans sa portion C-terminale. II serait 
done interessant de verifier si le recepteur UT peut interagir avec Src et 1'activer. Aussi, 
l'interaction directe entre le recepteur ATI et EGFR a ete proposee afin de mener a 
l'activation de la voie des ERKs (HUNYADY et CATT, 2006). L'activation de la voie 
des MAPKs a des influences majeures sur la regulation d'une panoplie de phenomenes 
cellulaires et le processus emprunte par les GPCRs pour activer cette voie dicte comment 
et ou les proteines ERKs exerceront leurs fonctions. II est done important de clarifier 
comment cette voie est regulee par le recepteur UT. 
CONCLUSIONS 
La regulation de l'activite des differents GPCRs est un phenomene complexe 
faisant intervenir plusieurs proteines intracellulaires afin d'enclencher differentes voies de 
signalisation, de desensibiliser la reponse specifique ou encore de controler 1'expression 
ou la localisation cellulaire du recepteur. Toute cette regulation dicte comment un GPCR 
signale de facon specifique dans un contexte cellulaire precis. C'est ce qui explique que la 
stimulation de differents GPCRs couples a la meme proteine G heterotrimerique et 
exprimes dans un m6me contexte cellulaire peut produire differents effets tres specifiques. 
Tres peu d'etudes ont determine quels etaient les differents mecanismes de regulation de 
l'activite du recepteur UT. Bien qu'il est evident que le systeme urotensine II/recepteur 
UT est associe au developpement de diverses pathologies chez l'humain, particulierement 
du systeme cardiovasculaire, aucun role de ce systeme n'a encore ete etabli dans la 
regulation normale de l'organisme. Une meilleure comprehension de la regulation de 
l'activite du recepteur UT aidera certainement a mieux comprendre comment ce systeme 
peut jouer son role dans la regulation de l'homeostasie normale de l'organisme. 
Nous avons ete les premiers a determiner que 1'activation du recepteur UT mene a son 
internalisation via principalement les puits tapisses de clathrine. De plus, 1'activation du 
recepteur UT lui fait etablir une interaction tres stable avec les arrestines ce qui devrait 
moduler son activite. Notre etude sur le role de la portion carboxy-terminale du recepteur 
UT a revele que bien que le motif polyserines soit important pour permettre une 
internalisation efficace, ce motif ne semble pas necessaire pour favoriser une association 
forte avec les arrestines. 
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L'analyse mutationnelle de certains residus conserves chez les recepteurs de classe A 
nous a permis de constater que le motif ERY du recepteur UT n'est pas implique dans le 
processus classique d'activation faisant intervenir le ionic lock, mais pourrait plutot etre 
implique dans la formation d'une pochette polaire tel que decrit par Scheer et al. Ainsi, 
1'activation du recepteur UT permettrait une isomerisation de la deuxieme boucle 
intracellulaire qui pourrait etre responsable du couplage/activation de la proteine Gaq/n. 
Finalement, la mutation de la R du motif ERY nous a permis de mettre en lumiere une 
signalisation biaisee ou une selectivity fonctionnelle du recepteur UT qui est responsable 
de 1'activation de differentes voies de signalisation intracellulaire. 
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